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KIRJALLISUUSKATSAUS 
1 JOHDANTO 
 
Ensimmäiset kuvaukset kasvien käytöstä lääkkeellisiin tarkoituksiin ovat noin ajalta 
2900-2600 vuotta ennen ajanlaskun alkua (Natural Product Chemistry for Drug 
Discovery 2010). Lääkekasveja ja niiden osia käytettiin sellaisenaan. Myöhemmin on 
opittu eristämään ja karakterisoimaan kasvien sisältämiä vaikuttavia aineita sekä 
tuottamaan luonnonaineisiin pohjautuvia lääkevalmisteita. Evoluutio on aikojen saatossa 
synnyttänyt luonnossa yhdisteitä, joilla on synteettisiin aineisiin verrattuna ylivertaisia 
vuorovaikutusominaisuuksia biologisissa systeemeissä (Paterson ja Anderson 2005). 
Kuitenkaan aina suoraan luonnosta eristetyt yhdisteet eivät sovellu lääkevalmisteessa 
käytettäväksi: toksisuus, kemiallinen epävakaus tai ei-toivotut fysikokemialliset 
ominaisuudet voivat estää käytön lääkkeenä. Tunnistamalla ongelmia aiheuttavat osat 
luonnonainemolekyylissä, voidaan molekyyliä muokkaamalla saada aikaan 
käyttökelpoisempi lääkkeeksi kelpaava yhdiste. 
 
Tämän kirjallisuuskatsauksen tarkoituksena on kuvata luonnonaineiden kemiallista 
muokkaamista lääkekehityksen osana. Aihetta käsitellään yleisellä tasolla sekä 
luonnoaineita muokkaamalla tuotettujen, myyntiluvan saaneiden esimerkkilääkkeiden tai 
mielenkiintoisten tutkimusvaiheessa olevien molekyylien, avulla. Katsauksessa 
tarkastellaan myös luonnonaineiden ja synteettisten yhdisteiden rakenteellisia 
eroavaisuuksia.  
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2 LUONNONAINEIDEN MUOKKAUS LÄÄKKEIKSI 
 
2.1 Lääkkeiden alkuperä 
 
Länsimaissa markkinoilla olevista lääkeaineista suuri osa on joko suoraan luonnosta 
peräisin, luonnonainejohdannaisia tai luonnonaineita jäljitteleviä. Kehittyvien maiden 
perinnelääkinnässä määrä on vielä länsimaita suurempi (Natural Product Chemistry for 
Drug Discovery 2010). Kuvassa 1 on esitetty vuosina 1981 - 2006 maailmanlaajuisesti 
markkinoille tulleiden uusien lääkeaineiden (engl. new molecular entity, NME)  alkuperä. 
 
 
Kuva 1. Vuosina 1981 - 2006 markkinoille tulleiden lääkeaineiden (n=1184) alkuperä. B: 
eristetty/bioteknologisesti tuotettu proteiini, N: luonnonaine, ND: 
luonnonainejohdannainen, S: synteettinen, S*: synteettinen, luonnonaineeseen perustuva 
farmakofori, S/NM: synteettinen, luonnonainetta jäljittelevä, V: rokote  (Newman & 
Cragg 2007). 
 
Kuten kuvasta 1 nähdään, luonnonaineet ovat tänä päivänäkin tärkeä 
lääkeainemolekyylien lähde: täysin synteettisiä molekyylejä on vain 30 % kaikista 
tarkasteltavan ajanjakson aikana markkinoille tulleista lääkkeistä. Perinteisesti 
terapiaryhmiä, joissa luonnonainepohjaisia lääkkeitä on runsaasti, ovat olleet antibiootit, 
immunosuppressantit ja syöpälääkkeet (Breinbauer ym. 2002). Kuvassa 2 on esitettynä 
luonnonainepohjaisten lääkkeiden määrä kaikista markkinoilla olevista syöpälääkkeistä. 
Taulukossa 1 on esimerkkilääkeaineita kuvien 1 ja 2 lääkeaineiden alkuperää esittelevistä 
kategorioista.  
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Kuva 2. Syöpälääkkeiden (n=175) alkuperä aikavälillä 1940-luku - 2006, B: 
eristetty/bioteknologisesti tuotettu proteiini, N: luonnonaine, ND: 
luonnonainejohdannainen, S: synteettinen, S*: synteettinen, luonnonaineeseen perustuva 
farmakofori, S/NM: synteettinen, luonnonainetta jäljittelevä, V: rokote (Newman & 
Cragg 2007). 
 
Taulukko 1. Esimerkkilääkeaineita Newmanin & Craggin katsausartikkelin lääkeaineiden 
jaottelusta (2007). 
Kategoria Esimerkkilääkeaine 
B: 
eristetty/bioteknologisesti 
tuotettu proteiini 
Trastutsumabi (monoklonaalinen IgI-vasta-aine HER2:lle; 
rintasyövän hoitoon) 
N: luonnonaine  Daptomysiini (bakteerien solukalvon toimintaa ja DNA- ja 
RNA-synteesiä häiritsevä antibiootti; gram-positiivisten 
bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitoon) 
ND: 
luonnonainejohdannainen 
Eksenatidi (GLP-1-reseptoriagonisti; tyypin 2 diabeteksen 
hoitoon) 
S: synteettinen Moksifloksasiini (fluorokinoloniantibiootti; mm. 
keuhkokuumeen hoitoon) 
S*: synteettinen, 
luonnonaineeseen 
perustuva farmakofori 
Klofarabiini (puriininukleosidin antimetaboliitti; 
hoitoresistentin akuutin lymfopaattisen leukeamian hoitoon) 
S/NM: synteettinen, 
luonnonainetta 
jäljittelevä  
Oseltamiviiri (influenssavirus A:n ja B:n 
neuraminidaasiestäjä) 
S*/NM: synteettinen, 
luonnonainetta 
jäljittelevä, 
luonnonaineeseen 
perustuva farmakofori 
Lopinaviiri (HIV-proteaasin estäjä) 
V: rokote Hepattiitti-A-rokote 
 4
 
Yhdistekirjastoja seulottaessa luonnonainekirjastoista saadaan osumia (engl. hits) 
merkittävästi enemmän suhteessa seulottavien yhdisteiden määrään kuin kombikemian 
avulla rakennetuista kirjastoista (Koehn ja Carter 2005). Kombikemialliset 
yhdistekirjastot ovat tavallisesti paljon suurempia kuin luonnonainekirjastot. 
Luonnonaineilla on kuitenkin huomattavasti parempi affiniteetti proteiineihin ja useampia 
vaikutuskohteita kuin ”sattumanvaraisesti” kombikemian avulla syntetisoiduilla 
yhdisteillä (Breinbauer ym. 2002). Ilmiötä kutsutaan valikoituneiksi rakenteiksi (engl. 
privileged structure), joista kirjoitti ensimmäisenä Evans ryhmineen (1988). 
Luonnonaineiden rakenteista tekee kombikemiallisesti syntetisoituihin yhdisteisiin 
verrattuna valikoituneita niiden biosynteettinen alkuperä. Luonnonaineet syntyvät ja 
muokkautuvat proteiinien valmistamina, minkä vuoksi niillä täytyy olla affiniteettia 
proteiineihin ja tämän seurauksena mahdollisesti lääkkeellistä aktiviisuutta biologisissa 
systeemeissä (Breinbauer ym. 2002). Kombikemiallisilla yhdisteillä ei välttämättä ole 
minkäänlaista affiniteettia vaikutuskohtiin biologisessa systeemissä. Eri tyyppisillä, 
varsinkin G-proteiinikytkentäisillä,  reseptoreilla elimistön eri osissa saattaa olla 
geneettisesti yhteinen alkuperä (Fredriksson ym. 2003).  Tämä voi johtaa ennalta käsin 
odottamattomien ja yllättävien yhdisteiden reseptorisitoutumiseen, mitä voidaan 
hyödyntää lääkeainekehityksessä. Luonnonaineiden ja synteettisten molekyylien suhdetta 
kuvaa se, että kaikista tunnetuista orgaanisista yhdisteistä alle prosentti on ei-synteettisiä, 
mutta esimerkiksi vuoden 1996 tilastossa luonnonaineiden tai niihin pohjautuvien 
lääkkeiden osuus Yhdysvaltojen lääkemyynnistä oli yli 35% (Wessjohann 2000). 
 
Evoluutio synnyttää biologisesti aktiivisia luonnonaineita: valintapaine saa kasvit, 
pieneliöt tai eläimet tuottamaan metaboliitteja, jotka auttavat niitä sopeutumaan 
paremmin ympäristöönsä. Esimerkkejä ovat mm. Penicillium-suvun hiivojen tuottama 
penisilliini, jonka avulla hiiva tuhoaa kilpailevia bakteereja elinympäristöstään, tai 
tupakkakasvia tuhohyönteisiltä suojaava nikotiini. Eliöt eivät tuota sattumanvaraisesti 
turhia yhdisteitä, vaan evolutiivinen paine toimii eräänlaisena seulontana jättäen jäljelle 
aineet, joista eliö hyötyy. Kombikemiallisesti valmistetut yhdisteet puolestaan ovat 
rakenteeltaan enemmän sattumanvaraisia, ja niillä on luonnonaineita harvemmin 
vaikutusta  biologisissa systeemeissä (Ortholand ja Ganesan 2004).  
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2.2 Luonnonaineiden muokkaaminen 
 
Kun luonnonaineesta halutaan tehdä lääkevalmiste, on alkuperäistä molekyyliä usein 
muokattava kemiallisesti. Muokkauksen tavoitteena voi olla tehon lisääminen 
vaikutuskohtaan sitoutumista parantamalla, toksisuutta aiheuttavien ryhmien poistaminen 
molekyylistä, fysiko-kemiallisten ja farmaseuttisten ominaisuuksien, kuten liukoisuuden 
parantaminen, farmakokineettisten ominaisuuksien muuttaminen tai kemiallisen 
stabiiliuden lisääminen.  
 
Von Nussbaum kollegoineen luokittelee katsauksessaan (2006) 
luonnonainemolekyyleihin tehtävät kemialliset muokkaukset kolmeen kategoriaan: 
lisääviin muokkauksiin (engl. decorating modification), substituutiomuokkauksiin (engl. 
substitution modification) ja pilkkoviin muokkauksiin (engl. degrading modification). 
Seuraavissa kappaleissa on käyty esimerkkilääkeaineiden avulla läpi luonnonaineiden 
muokkausta. Erityisesti antibiootteja on tuotu markkinoille muokkaamalla 
lääkeainemolekyyli luonnonaineesta. Antimikrobisia yhdisteitä löytyy luonnosta 
runsaasti ja tämän lisäksi useat antibiootit pyritään formuloimaan sekä peroraalisesti että 
parenteraalisesti annosteltaviksi, mikä voi vaatia molekyylin kemiallista optimointia. 
Luonnossa esiintyvien antibioottien tehoa pystytään yleensä aina parantamaan 
kemiallisesti muokkaamalla huolimatta luonnonvalinnan aikaansaamasta rakenteen 
optimoinnista (von Nussbaum ym. 2006). Seuraavissa kappaleissa on esimerkein esitelty 
erilaisia luonnonaineita muokkaamalla markkinoille tuotettuja lääkeaineita sekä 
tutkimusvaiheessa olevia molekyylejä. 
 
2.2.1 Asetyylisalisyylihappo 
 
Yksi ensimmäisistä ja tunnetuimmista kemiallisesti muokkaamalla lääkekäyttöön 
parannellusta luonnonaineesta on salisyylihapon aihiolääke (prodrug) 
asetyylisalisyylihappo. Pajunkuoren ja kuoriuutteen analgeettinen ja kuumetta alentava 
vaikutus tunnettiin jo antiikissa ja lääkkeellisen tehon aikaansaava salisyylihappo 
eristettiin ensi kertaa 1800-luvun alussa. Salisyylihappo ärsyttää ruuansulatuskanavaa 
happamuudellaan, minkä vuoksi tahdottiin kehittää menetelmä aineen puskuroimiseen. 
Ranskalainen Gerhardt valmisti ensimmäisenä asetyylisalisyylihappoa 1853, 
suorittamatta kuitenkaan aineella lääkkeellisiä kokeita (Natural Product Chemistry for 
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Drug Discovery 2010). Vuosisadan lopussa Eichengrün ja Hoffman valmistivat 
asetyylisalisyylihappoa lääkehdas Bayerilla tuoden vuonna 1900 markkinoille 
lääkevalmisteen kauppanimellä Aspirin.  
 
Asetyylisalisyylihappo voidaan laskea lisäämällä muokattujen molekyylien ryhmään. 
Kuvassa 3 on esitettynä asetyylisalisyylihapon synteesi salisyylihaposta. Lisäävä 
muokkaus on yleisin tapa muokata luonnonainemolekyylia (von Nussbaum ym. 2006).  
 
 
Kuva 3. Asetyylisalisyylihapon synteesi (mukaillen Montes ym. 2006) 
 
2.2.2 Tigesykliini 
 
Asetyylisalisyylihappoa mutkikkaampi esimerkki lisäävästä muokkauksesta on 
tigesykliinin valmistaminen minosykliinistä (kuva 4). Tigesykliini on suonensisäisesti 
annosteltava glysyylisykliineihin kuuluva antibiootti, jota markkinoidaan Suomessa 
kauppanimellä Tygacil®. Tigesykliini on kehitetty tetrasykliiniryhmän minosykliinista 
lisäävällä muokkauksella. Minosykliinin perusranka on peräisin Streptomycens 
aureofaciens-sädesienen tuottamasta tetrasykliinista (Darken ym. 1960). Tetrasykliinit 
ovat bakteriostaattisia antibiootteja, jotka estävät bakteerien proteiinisynteesiä 
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sitoutumalla bakteerien ribosomiin; todennäköisesti ribosomaaliseen 30S-alayksikköön 
(Chopra ja Roberts 2001). Vaikutusmekanisminsa vuoksi tetrasykliinien on tehotakseen 
päästävä bakteerisolun sisään. Tetrasykliiniryhmän antibioottien ongelma nykypäivänä 
ovat vastustuskykyiset bakteerikannat. Pääasiallinen tetrasykliiniresistenssin 
ilmenemismekanismi on lääkeaineen pumppaaminen ulos bakteerisolusta efflux-
proteiinien avulla (Chopra ja Roberts 2001).  
 
 
Kuva 4. Tigesykliiniä saadaan lisäämällä minosykliiniirunkoon N-
alkyyliglysyyliamidoketju (mukaillen von Nussbaum ym. 2006).   
 
N-alkyyliglysyyliamidoryhmän liittäminen minosykliinirungon 9-asemaan saa aikaan 
molekylin antibakteerisen tehon lisääntymisen kahdella tavoin: kemiallisen muokkauksen 
johdosta tigesykliini sitoutuu minosykliinia paremmin bakteerin ribosomiin ja lisäksi 
bakteerien efflux-mekanismit eivät poista tigesykliiniä solusta yhtä tehokkaasti kuin 
muita tetrasykliinejä (Petersen ym. 1999). Tigesykliini onkin huomattavan tehokas monia 
muille tetrasykliiniryhmän antibiooteille resistenttejä bakteereja vastaan.     
 
2.2.3 Telitromysiini 
 
Telitromysiini (Ketek ®) on ketolidiantibiootteihin kuuluva erytromysiini A:n 
semisynteettinen johdannainen. Erytromysiini A eristettiin vuonna 1952 
Saccharopolyspora erythrea (aiemmin Streptomyces erythraeus)-aktinobakteerin 
tuottamana maaperänäytteestä. Erytromysiini oli ensimmäinen markkinoille tullut 
makrolidiantibiootti ja telitromysiinin lisäksi myös muut makrolidit kuten atsitromysiini 
tai klaritromysiini pohjautuvat erytromysiinirankaan (von Nussbaum ym. 2006). Useita 
makrolideja voidaan valmistaa täysin synteettisesti, mutta semisynteesi on halvempaa.  
 
Telitromysiinia saadaan erytromysiinista yhdistämällä pilkkovaa ja lisäävää muokkausta. 
Kuvassa 5 ovat erytromysiini A:n ja telitromysiinin rakennekaavat.  
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Kuva 5. Erytromysiini A:n ja telitromysiinin kemiallinen rakenne. Telitromysiini on 
luonnossa esiintyvän erytromysiini A:n semisynteettinen johdos (mukaillen von 
Nussbaum ym. 2006). 
 
Telitromysiinissa, kuten muissakin ketolideissa, erytromysiinin erytronilidi A-renkaaseen 
liittyvän L-kladinoosin tilalla on ketoryhmä (Ackermann ja Rodloff 2003). Muita 
erytromysiinimolekyyliin tehtyjä muokkauksia ovat metoksiryhmä C6-hiilessä sekä C11- 
ja C12-hiiliin liitetty karbamaattiketju. Makrolidien ja ketolidien antimikrobinen vaikutus 
perustuu bakteerien proteiinisynteesin estoon ribosomaaliseen 50S-alayksikköön 
sitoutumalla. Telitromysiinin affiniteetti bakteerin ribosomiin on jopa kymmenkertainen 
erytromysiiniin verrattuna, minkä uskotaan johtuvan C11- ja C12-hiiliin liittyvästä 
sivuketjusta (Douthwaite ja Champney 2001). C6-hiileen tehty modifikaatio, jossa sokeri 
on muutettu ketoryhmäksi, lisää puolestaan molekyylin stabiiliutta happamassa 
ympäristössä. 
 
2.2.4 Simvastatiini 
 
Yksi antibiooteista poikkeava esimerkki luonnonainetta muokkaamalla markkinoille 
saadusta lääkkeestä on simvastatiini. Simvastatiini oli Suomessa vuonna 2009 selkeästi 
eniten määrätty dyslipidemioiden hoitoon käytetty lääke (Kelasto-tietokanta 2010). 
Simvastatiini on rakenteeltaan Aspergillus terreus-sienestä saatavan lovastatiinin johdos 
ja sitä tehdään lovastatiinista substituutiomuokkauksella (engl. substituting modification) 
(Askin ym. 1991). Simvastatiini eroaa lovastatiinista rakenteeltaan yhden metyyliryhmän 
verran (kuva 6). Simvastatiinilla on lovastatiinia parempi teho LDL-kolesterolin 
alentamisessa (Jones ym. 1996).  
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Kuva 6. Lovastatiinin ja simvastatiinin rakennekaavat. 
 
Statiinit pienentävät plasman kolesterolipitoisuutta vähentämällä kolesterolisynteesiä, 
mikä tapahtuu estämällä HmG-koentsyymi A-reduktaasin toimintaa. Simvastatiini on 
merkittävästi lovastatiinia potentimpi HmG-CoA-reduktaasin estäjä. Kliinisessä käytössä 
statiinien plasman kolesterolia laskevaan tehoon vaikuttaa entsyymi-inhibition 
tehokkuuden lisäksi voimakkaasti myös farmakokinetiikka: statiinit, joilla on pitkä 
puoliintumisaika, ovat yleisesti katsottuna tehokkaampia kolesterolitason laskijoita kuin 
lyhyen puoliintumisajan statiinit (Schacter 2004). Simvastatiinin ja lovastatiinin 
puoliintumisajat ovat samankaltaiset, jolloin ero tehossa syntyy molekyylien kyvystä 
estää HmG-CoA-reduktaasia.   
 
2.2.5 Oritavansiini ja telavansiini 
 
Oritavansiini ja telavansiini kuuluvat glykopeptidiantibioottien ryhmään ja ovat 
semisynteettisiä luonnonainejohdannaisia. Ensimmäinen käyttöön otettu 
glykopeptidiantibiootti oli 1950-luvulla löydetty vankomysiini, jota saadaan 
Amycolatopsis orientalis-aktinobakteerin tuottamana (Nicolaou ym. 1999). Vankomysiini 
on ollut vuosikymmeniä käytössä toisen linjan antibioottina (engl. second line treatment) 
gram-positiivisten bakteerien aiheuttamien tulehdusten hoidossa. Kuitenkin 
vankomysiinille resistenttien bakteerikantojen, kuten VRE:n, kehittyminen on saanut 
aikaan tarpeen kehittää korvaavia antibiootteja. 
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Glykopeptidiantibiootittien vaikutusmekanismi on estää bakteerien soluseinässä 
tarvittavan peptidoglykaanin biosynteesiä sitoutumalla peptidoglykaaniprekursorin 
asyyli-D-alanyyli-D-alaniini-tähteisiin, mikä estää transpeptidaasien suorittamaa 
peptidoglykaanin ristiinsitoutumista. Tämä pysäyttää soluseinän rakentumisen ja johtaa 
bakteerin kuolemaan. Vaikuttaakseen glykopeptidiantibioottien ei tarvitse päästä 
bakteerisolun sisään. Soluseinän rakentumiseen liittyvästä vaikutusmekanismistaan 
johtuen glykopeptidiantibiooteilla on antibakteerista tehoa vain gram-positiivisia 
bakteereja vastaan. Glykopeptidiantibiootit eivät myöskään pysty läpäisemään gram-
negatiivisten bakteerien solukalvoa. 
 
Bakteereille on kehittynyt glykopeptidiantibiootteja vastaan monimutkainen 
resistenssimekanismi, missä peptidoglykaaniprekursorin asyyli-D-alanyyli-D-alaniini-
tähde vaihtuu D-alanyyli-D-laktyyliksi. Vankomysiinin on mitattu sitoutuvan 1000-
kertaisesti heikommin D-ala-D-lac- kuin D-ala-D-ala-tähteeseen (Bugg ym. 1991). Tämä 
johtaa siihen, ettei vankomysiini pysty estämään bakteerin soluseinän 
transglykosylaatiota tai transpeptidaatiota kliinisesti käyttökelpoisilla pitoisuuksilla 
(Allen ja Nicas 2003). Kemiallisen muokkauksen avulla pyritään ratkaisemaan 
glykopeptidiantibiooteille resistenttien bakteerien muodostama ongelma. 
 
Luonnosta peräisin olevat kloroeremomysiini ja vankomysiini ovat kemialliselta 
rakenteeltaan samanlaisia lukuun ottamatta kloroeremomysiinissa renkaan 6 viereen 
liittyvää sokeria (Allen ja Nicas 2003). Oritavansiini on semisynteettinen johdos 
kloroeremomysiinistä ja telavansiini on vankomysiinin johdannainen.  Kuvassa 7 on 
esitettynä rakennekaavat vankomysiinille, kloroeremomysiinille, oritavansiinille ja 
telavansiinille.  
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Kuva 7. Vankomysiinin, telavansiinin, kloroeromomysiinin ja oritavansiinin 
rakennekaavat (mukaillen Allen 2010). Oritavansiini ja telavansiini ovat semisynteettisiä 
johdannaisia kloroeremomysyiinistä ja vankomysiinistä.  
 
Oritavansiinissa on kloroeremomysiinirunkoon liitettynä p-klorofenyliibentsyyliryhmä. 
Lisäävä muokkaus saa aikaan huomattavan antimikrobisen tehon lisäyksen sekä 
vankomysiinille herkkiä että resistenttejä bakteereja vastaan (Nicas ym. 1996). 
Oritavansiini estää soluseinän rakentumista sekä D-ala-D-ala- että D-ala-D-lac-
peptidoglykaaniprekursoreita hyödyntävillä bakteereilla, minkä vuoksi se tehoaa myös 
vankomysiinille resistentteihin kantoihin. Oritavansiinilla on taipumus dimeerien 
muodostamiseen helpommin kuin vankomysiinillä. Oritavansiinidimeeri pääsee 
monomeeriä paremmin vaikutuspaikkaansa bakteerin soluseinässä, mikä parantaa 
antibakteerista tehoa (Allen & Nicas 2003). 
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Telavansiini on vankomysiinin johdannainen, jossa vankomysiinimolekyylin renkaaseen 
4 liittyvään vankosamiinisokeriin on lisätty dekyyliaminometyylisivuketju sekä 
renkaaseen 7 on liitettynä hydrofiilinen fosfonometyyliamiinometyyliryhmä (Leonard ja 
Rybak 2008). Telavansiini estää vankomysiinin tavoin bakteerien soluseinän biosynteesiä 
sitoutumalla peptidoglykaaniprekursorin asyyli-D-alanyyli-D-alaniini-tähteisiin. 
Telavansiinin lipofiilinen dekyyliaminometyylisivuketju lisää molekyylin antibakteerista 
tehoa häiritsemällä bakteerin solukalvon toimintaa (Higgins ym. 2005). Hydrofiilinen 
sivuketju on lisätty molekyyliin farmakokineettisten ominaisuuksien vuoksi (Pace & 
Yang 2006). Hydrofiilisyys lyhentää lääkeaineen puoliintumisaikaa ja pitkän 
puoliintumisajan on ajateltu telavansiinin tapauksessa olevan ei-toivottua. Telavansiini on 
saanut myyntiluvan EMA:lta syksyllä 2011 kauppanimellä Vibativ®. Lääkkeen 
käyttöaiheena on MRSA:n aiheuttaman sairaalasyntyisen keuhkokuumeen hoito. 
Oritavansiini on faasin III-kokeissa, mutta EMA tai FDA eivät ole myöntäneet 
oritavansiinille myyntilupaa vedoten riittämättömään näyttöön lääkkeen tehosta ja 
turvallisuudesta (National electronic Library for Medicines 2009). 
 
2.2.6 Vinfluniini 
 
Vinfluniini (Javlor ®) on johdos semisynteettisestä vinka-alkaloidista vinorelbiinistä 
(Kruczynski ym. 1998). Vinfluniinin käyttöaihe on virtsarakon syövän hoito.Vinfluniinin 
ja vinorelbiinin rakenne pohjautuu luonnonaine vinblastiiniin. Vinblastiinia ja 
vinkristiinia käsitellään tarkemmin luonnonainehybrideistä kertovassa kappaleessa. 
Vinfluniinin rakenteessa on vinorelbiinimolekyyliin liitetty kaksi fluoriatomia sekä yksi 
kaksoissidos on pelkistetty (kuva 8). Vinfluniini on in vitro vähemmän voimakas (engl. 
potent) mikrotubulusten polymerisaation estäjä kuin vinblastiini (Ngan ym. 2000).  
 
 
 13 
 
Kuva 8. Vinfluniinin ja vinorelbiinin rakennekaavat. 
 
Vinfluniinin vaikutus mikrotubulusten kasvuun eroaa vinblastiinista. Vinfluniinin 
arvellaan olevan vähemmän toksinen kuin vinblastiinin, mikä saattaa liittyä 
eroavaisuuteen mikrotubulusten kasvun estossa (Ngan ym. 2000). Vinka-alkaloideista 
tekee houkuttelevia kemialliselle muokkaukselle se, että pienellä kemiallisella 
muutoksella molekyyliin voidaan saada aikaan merkittäviä muutoksia tehossa ja 
toksisuudessa (Voss ym. 2008). Vinfluniinin ja vinorelbiinin lisäksi markkinoilla 
Suomessa on semisynteettisistä vinka-alkaloideista vindesiini.  
  
2.2.7 Bevirimaatti 
 
Bevirimaatti on betuliinihaposta johdettu HIV-1-virusalatyypin maturaatioestäjä (Martin 
ym. 2008). Betuliinihappo on triterpeeni, jota on eristettävissä monista kasvilajeista 
ympäri maailman - pohjoisessa mm. hieskoivusta (Betula pubescens). Bevirimaattia 
saadaan betuliinihaposta lisäävällä muokkauksella kuvan 9 mukaisesti, jolloin 
betuliinihapporungon C3-hiileen liitetään asyyliketju (Qian ym. 2011). Betuliinihappo 
itsessään estää myös HIV-1-replikaatiota (Kashiwada ym. 1996). Esterin lisääminen 
betuliinihapon C3-asemaan lisää molekyylin proteasomia estävää aktiivisuutta. Myös 
C30-hiileen liitetty esteri parantaa betuliinihappojohdannaisten proteasomiestoa (Qian 
ym. 2011). 
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Kuva 9. Betuliinihaposta saadaan muokattua bevirimaattia lisäämällä C3-aseman hiileen 
asyyliketju (mukaillen Qian ym. 2011). 
 
HIV-infektion tämänhetkinen tehokkain lääkehoito perustuu viruslääkeyhdistelmiin. 
Antiretroviraalisten lääkkeiden kombinaatiolääkehoitoa kutsutaan kirjainlyhenteellä 
HAART (engl. highly active antiretroviral therapy). Yleisimmin käytetään kolmen tai 
neljän lääkkeen yhdistelmää; esimerkiksi tsidovudiinia, lamovudiinia ja efavirentsia tai 
edellä mainittuja sekä lisäksi abakaviiria (Orkin ym. 2005). Tällä hetkellä käytössä 
olevien HIV-hoitojen haasteina ovat resistenssin kehittyminen ja lääkityksen 
haittavaikutukset sekä monet interaktiot muiden lääkkeiden kanssa.  
 
Bevirimaatti vähentää HI-viruksen määrää elimistössä estämällä Gag-
polyproteiiniprekursorin toimintaa, mikä häiritsee viruksen maturaatiota (Li ym. 2006). 
Tämän seurauksena uudet virukset vapautuvat solusta epäkypsinä ja kykenemättöminä 
infektoimaan uusia soluja. Vaikutusmekanismi poikkeaa muista tällä hetkellä käytössä 
olevista HIV-lääkkeistä, joten bevirimaatti olisi käyttökelpoinen lisä HI-viruksen hoidon 
lääkevalikoimaan. Bevirimaatin kliininen teho on osoitettu faasi II:n kokeissa, joissa 
lääkeaineen havaittiin vähentävän virusten määrää annoksesta riippuvalla tavalla (Smith 
ym. 2007). Bevirimaatin farmakokinetiikka soveltuisi kerran päivässä annosteluun eikä 
sillä ole tiedossa merkittäviä yhteisvaikutuksia muiden lääkkeiden kanssa.  
 
Bevirimaatti ei ole siirtynyt faasi III:n tutkimuksiin, mihin ainakin yksi syy on 
vaatimaton teho potilailla, joiden kantamalla viruksella on mutaatioita Gag-
proteiiniprekursoria koodaavassa geenissä (Verheyen ym. 2010). Epäillään, että 
bevirimaatti tehoaisi heikommin potilaisiin, joilla proteaasi-inhibiittorihoito on 
epäonnistunut aiemmin (Malet ym. 2007). Tällöin lääkkeestä saatava hyöty lisähoitona jo 
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käytössä olevan lääkitykseen olisi vähäinen. Wainberg ja Albert (2010) esittävät, ettei 
bevirimaatin tutkimukseen kannattaisi resistenssiongelman vuoksi tulevaisuudessa 
panostaa.  
   
 
3 KOMBIKEMIA, LUONNONAINEKIRJASTOT JA LUONNONAINEHYBRIDIT   
 
3.1 Kombikemia ja seulonta 
 
Kuvassa 10 on esitettynä lääkkeeksi patentoitujen luonnonaineiden määrä vuosina 1984-
2003. Kuvasta huomataan, että 80-luvun puolessavälissä luonnosta peräisin olevia 
lääkeaineita patentoitiin huomattavasti vähemmän kuin 2000-luvun alussa. Suuntausta 
selittävät useat asiat: kombikemian kehitys, HTS-seulonta entistä tarkemmin tiettyyn 
molekylaariseen vaikutuskohtaan (esim. proteiinikinaasin esto) ja näiden vaikutuskohtien 
löytyminen biokemiallisen ja geneettisen tutkimuksen kehityksen myötä, lääkeyritysten 
vähäisempi panostaminen tartuntatautilääkkeisiin sekä 1992 laadittu Rion 
biodiversiteettisopimus (Koehn & Carter  2005). 
 
 
Kuva 10. Luonnonaineiden patenttien määrä 1984 - 2003 (mukaillen Koehn & Carter 
2005). Tummemmat palkit kuvaavat alkuperäispatenttien määrää ja vaaleammat 
patenttien kokonaismäärää, joka on suurempi johtuen siitä, että lukumäärään lasketaan 
samalla yhdisteelle eri maissa myönnetyt patentit. Lähteenä on ollut Derwent World 
Patents Index. 
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1970- ja 80-luvuilla HTS-tekniikat kehittyivät mm. automaation myötä. Tämä sai aikaan 
ensimmäistä kertaa lääkeainekehityksen historiassa tilanteen, jossa oli mahdollista seuloa 
yhdisteiden ominaisuuksia nopeammin kuin uusia yhdisteitä saatiin tuotettua (Ortholand 
ja Ganesan 2004). Ongelman ajateltiin ratkeavan kombikemiallisen synteesin avulla - jos 
esimerkiksi molekyylissa on kolme  muokattavissa olevaa kohtaa (engl. points of 
diversity), niin mahdollisia erilaisia rakenteita syntetisoitaville yhdisteille on 
321 nRnRnR ?? , 
missä nR1, nR2 ja nR3 ovat käytettyjen reagenssien lukumäärä (Clardy ja Walsh 2004). 
Tällöin esimerkiksi muokattaessa molekyyliä, jossa on kolme muokattavissa olevaa 
kohtaa ja arvo n=10, niin lopputuloksena on 103 erilaista molekyyliä. Kombikemialliset 
kirjastot voivatkin helposti kattaa satoja tuhansia erilaisia yhdisteitä.  
 
Suuresta yhdisteiden määrästä huolimatta kombikemiallisia de novo-kirjastoja seulomalla 
on saatu markkinoille vain yksi myyntiluvallinen lääke: Bayerin kehittämä syöpälääke 
sorafenibi (Nexavar®), joka sai myyntiluvan keskitetysti EMA:lta 2006 (Newman 2008). 
Kombikemialliset yhdistekirjastot eivät varsinkaan 1990-luvulla olleet lääkekehityksen 
tarpeita ajatellen laadukkaita (Lipinski ja Hopkins 2004). Kirjastoihin valikoitui 
yhdisteitä, jotka olivat helppoja syntetisoida, mutta joilta puuttui lääkkeelle ominaiset 
kemialliset ominaisuudet (engl. drug-like properties) (Ortholand ja Ganesan 2004).  
 
3.2 Luonnonainekirjastot 
 
Luonnosta peräisin oleviin materiaaleihin perustuen voidaan koota yhdistekirjastoja, 
jotka sisältävät raakauutteita tai niiden fraktioita, puhdasaineita, semisynteettisiä 
luonnonainejohdannaisia tai luonnonaineita jäljitteleviä synteettisiä molekyylejä. 
 
Seulonnassa käytettävät yhdistekirjastot voivat olla joko luonnonainekirjastoja tai 
kombikemiallisia, synteettisiä kirjastoja. Kombikemialliset kirjastot ovat yhdisteiden 
lukumäärällä mitattuna yleensä huomattavasti luonnonainekirjastoja laajempia, mutta ne 
eivät kata samanlaista yhdisteiden kirjoa (engl. chemical space) kuin 
luonnonainekirjastot. Biologisten systeemien kannalta relevanttien kemiallisten 
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yhdisteiden määrä on huomattavasti pienempi kuin kaikkien mahdollisesti 
syntetisoitavissa olevien yhdisteiden kirjo (Dobson 2004). 
 
Luonnonainekirjastojen käyttöön liittyy haasteita, joista Ortholand ja Ganesan (2004) 
ovat listanneet seuraavia: kalleus, aikaavievyys, molekyylien uniikkius, kemiallinen 
monimutkaisuus, tuotantomittakaavaan saaminen ja oikeudet kasvimateriaalien 
saamiseen. Luonnonainekirjastot ovat synteettisiä kirjastoja kalliimpia rakentaa ja 
ylläpitää, minkä vuoksi pienet yritykset harvoin voivat hyödyntää niitä. Raakauutteita 
sisältäviä kirjastoja seulottaessa on ”osuman” löytyessä uutteen aktiivisuuden aikaan 
saava yhdiste etsittävä, mikä on aikaavievää. Aktiivisuutta osoittava luonnonaine voi 
osoittautua jo entuudestaan tunnetuksi ja patentoiduksi, jolloin kaupallinen 
hyödyntäminen lääkkeenä ei onnistu. Toisaalta täysin uuden yhdisteen rakenteen 
selvittäminen saattaa olla haastavaa johtuen luonnonaineiden usein monimutkaisista 
kemiallisista rakenteista. Molekyylin rakenne-aktiivisuussuhde (engl. structure-activity 
relationship, SAR) pitäisi myös pystyä selvittämään. Aktiivisen yhdisteen löytyessä voi 
sen eristäminen suurissa määrin olla vaikeaa. Luonnonaineiden kohdalla myös raaka-
aineen, usein kasvimateriaalin, saaminen voi osoittautua vaikeaksi.  
 
Raakauutteita sisältävien yhdistekirjastojen ongelmat aktiivisten aineiden tunnistamiseen 
ja eristämiseen liittyen voidaan ratkaista käyttämällä puhdasainekirjastoja. Bindseil ym. 
(2001) ovat kuvanneet puhdasainekirjaston rakentamisprosessin, jossa entuudestaan 
runsaasti sekundaarimetaboliitteja tuottavista kasveista ja helposti kasvatettavissa olevista 
mikrobeista eristettiin 4000 puhdasainetta. Kasvien ja mikrobien tuottamat yhdisteet 
esiprofiloitiin yhdistelemällä eri analyysitekniikoita. Esiprofiloinnin tarkoitus on löytää 
yhdisteiden joukosta useaan kertaan esiintyvät yhdisteet. Seulottaessa 
puhdasainekirjastoa on etuna raakauutteita sisältävään kirjastoon verrattuna aktiivisten 
yhdisteiden nopeampi tunnistus sekä, ettei työlästä uutteen fraktiointia tarvitse tehdä. 
Vaikka puhdasainekirjastot ovat nopeita seuloa, on huomionarvoista kuitenkin se, että 
seulontaa edeltävä puhdasainekirjaston rakentaminen voi olla työlästä ja aikaavievää. 
 
Seulontavaihetta voidaan nopeuttaa myös seulomalla esifraktioituja kirjastoja. 
Esifraktioiduissa kirjastoissa raakauutteet jaetaan osiksi esimerkiksi HPLC:ssa eluutioon 
kuluvan ajan perusteella. Fraktiointi kasvattaa kirjaston kokoa kun raakauute jakautuu 
subfraktiokseen. Seulonta nopeutuu, kun aktiiviseksi osoittautuva fraktio sisältää 
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parhaassa tapauksessa vain yhtä komponenttia, jolloin aktiivisuuden aiheuttavaa 
yhdistettä ei tarvitse erikseen eristää. Wagenaar kuvaa katsauksessaan (2008) Wyethin 
(nyk. Pfizer) raakauutekirjaston fraktiointia ja seulontaa mainiten esifraktioidun 
yhdistekirjaston eduiksi raakauutekirjastoon verrattuna mm. helpomman näytteiden 
käsiteltävyyden, suuremman ”osumien” määrän seulonnassa ja mahdollisuuden valita 
seulottavaksi kemiallisilta ominaisuuksiltaan halutunlaiset, kuten molekyylipainoltaan ja 
polaarisuudeltaan sopivat, yhdisteet.  
 
Luonnonaineiden rakenteellinen monimuotoisuus ja affiniteetti biologisissa systeemeissä 
on toiminut inspiraationa luonnonaineita jäljittelevien (engl. natural product-like) 
yhdistekirjastojen syntetisoimiselle. Nicolaou ryhmineen (2000) kuvaa 
bentsopyraanirankaan perustuvan 10 000 synteettisen yhdisteen kirjaston rakentamisen. 
2,2-dimetyyli-2H-bentsopyraani on useissa aktiivissa luonnonaineissa oleva ns. 
valikoitunut rakenne, jossa on useita helposti muokattavissa olevia kohtia. Synteettisten 
kirjastojen etuna luonnonainekirjastoihin verrattuna on helpompi rakenteen ja 
aktiivisuuden suhteen (SAR) selvittäminen, kun samankaltaisia synteettisiä analogeja 
voidaan verrata keskenään (Abel ym. 2002). 
 
3.3 Luonnonainehybridit 
 
Eräs uusien lääke- tai johtolankamolekyylien lähde ovat luonnonainehybridit (engl. 
natural product hybrids). Hybrideissä on kemiallisesti yhdistettynä kaksi molekyyliä; 
tavoitteena on saada aikaan lähtöaineita voimakkaampi tai spesifisempi lääkevaikutus.  
Hybridirakenteisia yhdisteitä esiintyy luonnossa sellaisenaan tai sitten 
hybridimolekyylejä voidaan valmistaa laboratoriossa. Tietze ym. (2003) jakavat 
katsausartikkelissaan luonnonainehybrdit neljään kategoriaan, jotka on listattu  
taulukossa 2. 
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Taulukko 2.  Luonnonainehybridien jaottelu. 
Hybridin tyyppi Tietzen ym. mukaan Esimerkkilääkeaine 
Luonnossa esiintyvä hybridi, joka koostuu 
kokonaisista luonnonainemolekyyleista tai 
-analogeista. 
Vinkristiini/vinblastiini, tiomarinoli  
Luonnossa esiintyvä hybridi, joka koostuu 
luonnonainemolekyylin tai -analogien 
osista. 
 Ravidomysiini, gilvokarsiini M 
Synteettinen hybridi, joka koostuu 
kokonaisista luonnonainemolekyyleista tai 
-analogeista. 
GMD-4c (Kuduk 
 
 ym. 1999) 
Synteettinen hybridi, joka koostuu 
luonnonainemolekyylin tai -analogien 
osista. 
Estratroponit (Miller ym. 1997) 
 
3.3.1 Vinkristiini ja vinblastiini 
 
Vinkristiini on leukemioiden hoitoon tarkoitettu, ruusutalviosta (Catharanthus roseus) 
eristettävissä oleva vinka-alkaloidi. Vinkristiini on vinblastiinin hapettunut muoto. 
Vinkristiinimolekyyli on kahden alkaloidin; katarantiinin ja vindoliinin muodostama 
hybridi (van der Heijden ym. 2004). Vinkristiinin ja vinblastiinin biosynteesireitti on 
monimutkainen; siihen osallistuu ainakin 35 välituotetta. Kuvassa 11 on vinkristiinin 
rakennekaava. 
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Kuva 11. Vinkristiinimolekyylin rakennekaava. Molekyyli muodostuu katarantiinista ja 
vindoliinista. 
 
Vinblastiinia voidaan valmistaa myös semisynteettisesti (Duangteraprecha ym. 1997). 
Vinblastiini voidaan edelleen johtaa vinkristiiniksi. Vinblastiinin semisynteesin 
lähtöaineina ovat katarantiini ja vindoliini. Ruusutalvio sisältää vinblastiinia vain joitain 
grammoja tuhatta kuivattua lehtikiloa kohden, joten semisynteesi on tästä näkökulmasta 
houkutteleva tapa lääkeaineen tuottamiseksi.  
 
3.3.2 Tiomarinoli 
 
Tiomarinoli on Alteromonas rava-meribakteerin tuottama antimikrobinen yhdiste. 
Tiomarinoli on hybridi kahdesta antibiootista: mupirosiinista eli pseudomonihaposta ja 
pyrroliiinirakenteisesta holotiinista (Shiozawa ym. 1993). Kuvassa 12 on esitettynä 
tiomarionolin kemiallinen rakenne.  
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Kuva 12. Tiomarinolin kemiallinen rakenne (mukaillen Tiezte ym. 2003). Molekyyli on 
mupirosiinin ja holotiinin hybridi. 
 
Tiomarinolilla on luonnonaineeksi erikoislaatuinen rakenne ja tästä johtuen 
poikkeuksellista antimikrobista aktiivisuutta sekä gram-positiivisia että gram-negatiivisia 
bakteereja vastaan. Kliiniseen käyttöön tiomarinoli ei kuitenkaan ole päätynyt. 
 
3.3.3 Ravidomysiini ja gilvokarsiinit  
 
Ravidomysiini on Streptomyces ravidus-aktinobakteerin tuottama aryyli-C-
glykosidiantituumoriantibiootti (Sehgal ym. 1983). Gilvokarsiinit ovat rakenteeltaan 
ravidomysiinin kaltaisia eroten sokeriosansa verran. Tietze ym. luokittelevat 
ravidomysiinin ja gilvokarsiinit luonnossa esiintyviksi luonnonainemolekyylien osista 
koostuviksi hybrideiksi. Osat, joista ravidomysiini ja gilvokarsiinit koostuvat, ovat 
nelirenkainen aglykoni sekä sokeriosa (Suzuki 2000) (kuva 13).  
 
 
Kuva 13. Gilvokarsiini V:n ja ravidomysiinin rakennekaavat (mukaillen Suzuki 2000). 
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Ravidomysiinilla ja gilvokarsiienilla on sekä antimikrobista että DNA:ta vaurioittavaa 
vaikutusta (Nakano ym. 1981; Sehgal ym. 1983). Potentiaalinen käyttötarkoitus 
yhdisteille olisi antibiootin sijaan käyttö syöpälääkkeinä.    
 
3.3.4 Geldanamysiinidimeerit 
 
 Geldanamysiini on Hsp90-lämpöshokkiproteiinin (engl. heat shock protein) toimintaa 
estävä Streptomyces hygroscopicus-sädesienen tuottama antibiootti (Whiteshell ym. 
1994). Hsp90 mm. ohjaa proteiinien laskostumista ja solusignalointia. Näiden tehtävien 
lisäksi Hsp90 vaikuttaa proto-onkogeenisesti aktivoiden kasvainten syntyreittejä 
(Stebbins ym. 1997). Näin ollen Hsp90:n on ajateltu olevan mahdollinen lääkekehityksen 
kohde.  
 
Kuduk työtovereineen (1999) on tutkinut geldanamysiinin ja estradiolin yhdistämistä 
hybridiksi tavoitteena saada aikaan selektiivistä sitoutumista estrogeenireseptoriin. 
Esimerkiksi suuri osa rintojen ja kohdun kasvaimista on riippuvaisia estrogeenista. 
Kuvassa 14 on esitettynä kahden geldanamysiini-estradioli-hybridin rakenne, joista 
rakenne 1 vähensi HER2-reseptorityrosiikinaasiaktiivisuutta. HER2 yli-ilmenee 30 %:ssa 
rintasyöpätapauksista. 
 
 
Kuva 14. Geldanamysiini ja estradioli muodostavat hybridin hiiliketjulinkin avulla 
(mukaillen Tietze ym. 2003). 
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Zheng ryhmineen (2000) testasi erilaisten geldanamysiinidimeerien aktiivisuutta HER2-
kinaasin säätelyssä. Kuvassa 15 on esitettynä geldanamysiinidimeerien rakenne. GMD-
4c:ksi nimetyssä yhdisteessä monomeerit yhteen liittävä hiiliketju oli lyhin ja yhdisteen 
solujen kasvua estävä teho HER-kinaaseja ilmentäviä syöpäsolulinjoja vastaan oli paras. 
Geldanamysiini monomeerinaan on myös yhtä tehokas HER-kinaasin säätelijä kuin 
GMD-4c, mutta dimeerillä on vähemmän affiniteettia muihin 
solusignalointiproteiineihin, mistä johtuen se on vähemmän toksinen ja näin ollen 
terapeuttiselta indeksiltään parempi.   
 
 
Kuva 15. Geldanamysiinidimeerien rakenteita. 
 
3.3.5 Estratroponit 
 
Miller ym. (1997) ovat tutkineet 2-metoksiestradiolijohdannaisia, joihin on liitetty 
luonnonaine kolkisiinin rakennetta muistuttava troponirengas. Ryhmä nimittää näitä 
synteettisiä hybridejä estratroponeiksi. Kuvassa 16 on esitettynä kolkisiinin, 2-
metoksiestradiolin ja näiden hybridien kemiallisia rakenteita. Kolkisiini on 
solujakautumista estävä syysmyrkkyliljasta (Colchicum autumnale) saatava alkaloidi, jota 
voidaan käyttää myös kihtilääkkeenä sen neutrofiilejä ja leukotrieeni B:n tuotantoa 
vähentävän vaikutuksen vuoksi. Kolkisiinin käyttöä sytostaattina vaikeuttaa sen 
epäselektiivisyys ja suuri toksisuus.  
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Kuva 16. Kolkisiinin, 2-metoksiestradiolin ja näiden hybridien; estratroponien, 
rakenteita. 
 
Kolkisiinin solujakautumista estävä mekanismi on sitoutua tubuliiniin, mikä häiritsee 
mikrotubulusten muodostumista. 2-metoksiestradioli estää myös mikrotubulusten 
muodostumista kolkisiinin kaltaisella mekanismilla (D’Amato ym. 1994). Yhdistämällä 
kolkisiinin ja 2-metoksiestradiolin rakenteita hybridiksi pyritään säilyttämään kolkisiinin 
solujakautumista estävä teho ja lisätä yhdisteen selektiivisyyttä, jolloin toksisuus 
vähenee. Estratroponeilla suoritetuista in vivo-kokeista ei kuitenkaan ole julkaisuja. 
 
4 LUONNONAINEIDEN KEMIALLISISTA RAKENTEISTA 
 
Ortholand ja Ganesan (2004) ovat katsausartikkelissaan yhdistäneet tuloksia tilastollisista 
tutkimuksista, joissa on vertailtu luonnonainekirjastoista ja synteettisistä kirjastoista 
peräisin olevien molekyylien sekä markkinoilla olevien myyntiluvallisten lääkkeiden 
kemiallisia ominaisuuksia. Taulukossa 3 on esitettynä Lipinskin sääntöjä mukaillen eri 
lähteistä peräisin olevien molekyylien ominaisuuksia numeroarvoin (Lipinski 1997).  
 
Taulukko 3. Luonnonaineiden, myyntiluvallisten lääkkeiden ja synteettisten aineiden 
keskimääräisiä kemiallisia ominaisuuksia. Taulukon tiedot ovat yhdistelmä neljästä 
tutkimuksesta. (mukaillen Ortholand ja Ganesan 2004) 
 Luonnonaineet Lääkkeet Täyssynteettiset 
Molekyylipaino (g/mol) 360-414  340-356  393  
LogP 2,4-2,9 2,1-2,2 4,3 
Kiraliakeskusten lukumäärä 3,2-6,2 2,1-2,2 0,1-0,4 
Typpiatomien lukumäärä 0,84 1,64 2,69 
Happiatomien lukumäärä 5,9 4,03 2,77 
Aromaattisten renkaiden osuus (%) 31 55 80 
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Luonnosta peräisin olevat molekyylit ovat usein rakenteeltaan monimutkaisia, mutta 
keskimääräisesti luonnonaineet eivät poikkea molekyylipainoltaan kovin merkittävästi 
synteettisistä molekyyleistä tai lääkkeistä. Vertailtaessa vajaan 6000 yhdisteen 
luonnonainekirjastoa ja markkinoilla olevia lääkkeitä on huomattu, että molekyylejä, 
jotka rikkovat kahta tai useampaa parametriä on sekä luonnonaineissa että lääkkeissä 
noin 10% (Lee ja Schneider 2001).  Luonnonaineet ja lääkkeet ovat huomattavasti 
vesiliukoisempia kuin synteettisten kirjastojen molekyylit, mistä kertovat pienemmät 
logP-arvot. Luonnonainemolekyyleissä on huomattavasti enemmän kiraliakeskuksia kuin 
lääke- tai täyssynteettisissä molekyyleissä. Kiraalisuutta ja rakenteiden monimutkaisuutta 
selittää osittain se, että kasveilla on käytössään erilaisten metaboliittien biosynteesiin 
rajoitettu määrä rakennusosasia, joita liittää eri tavoin toisiinsa. Tällä tavoin molekyylit 
kasvavat haaroittuen mutkikkaiksi rakenteiksi (Ortholand ja Ganesan 2004). 
Luonnonainemolekyyleissä on typpiatomeja lääkkeitä ja täyssynteettisiä vähemmän, 
mutta puolestaan happiatomeja enemmän. Taulukossa 3 ei ole merkittynä rikkiatomeja tai 
halogeeniryhmän atomeja, joita on lääkkeissä ja täyssynteettisissä molekyyleissä 
luonnonaineita enemmän (Feher ja Schmidt 2003).  
 
Luonnonaineet eroavat syntetisoiduista molekyyleistä suuresti rengasrakenteidensa 
osalta. Lee ja Schneider (2001) vertailivat 5757:aa Derwent World Drug Indexin 
markkinoilla olevaa lääkettä 10495:n BioscreenNP-kirjaston luonnonaineen kanssa. 
Lääkkeiden rengasrakenteista 35 % oli samoja kuin luonnonaineiden rengasrakenteista, 
mutta luonnonainekirjastossa esiintyvistä renkaista vain 17 %:lla oli identtinen vastine 
lääkkeiden joukossa. Synteettisissä yhdisteissä renkaat ovat usein aromaattisia 
bentseenirenkaita, kun taas luonnonainemolekyyleissa on paljon erilaisia ei-aromaattisia 
renkaita. Kuvassa 17 on pelkästään lääkkeistä tai pelkästään luonnonaineista löytyviä 
rengasrakenteita. Monipuolisesti erilaisilla rakenteilla yhdistekirjastoihin saadaan 
monimuotoisuutta ja hyötynä voi olla uudentyyppisten biologisesti aktiivisten 
molekyylien löytäminen. 
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Kuva 17. Esimerkkejä ainoastaan luonnonaineissa ja ainoastaan lääkkeissä esiintyvistä 
rengasrakenteista (mukaillen Lee ja Schneider 2001). 
 
5 YHTEENVETO JA POHDINTA 
 
Rohdoksia ja luonnonaineita on käytetty lääkinnällisiin tarkoituksiin vuosituhansia. Kun 
rohdosten vaikuttavat aineet on opittu eristämään ja karakterisoimaan, on tullut 
mahdolliseksi myös muokata niitä paremmin lääkkeelliseen käyttöön sopivaksi. 
Luonnonaineita muokkaamalla saavutetaan esimerkiksi tehokkaampi vaikutus tai 
vähäisempi toksisuus kuin alkuperäisellä yhdisteellä. Viime vuosikymmenien 
markkinoilla olevista lääkkeistä noin 30 % on ollut luonnonaineita tai 
luonnonainejohdannaisia. Esimerkkinä käsitellyistä lääkeaineista simvastatiini on 
aikoinaan ollut ns. blockbuster yltäen yli miljardin dollarin myyntiin.  
 
Valikoituneet rakenteet tekevät luonnonaineista oivallisia lähtöaineita kemialliseen 
muokkaukseen. Vuosimiljoonien valintapaine ja sen aikaansaama evoluutio ovat 
seuloneet luonnonaineista niitä tuottavaa eliötä hyödyttävät aineet. Luonnonaineet, toisin 
kuin synteettiset yhdisteet, ovat usein biologisissa systeemeissä aktiivisia. Synteettisiltä 
yhdisteiltä puuttuu usein affiniteetti biologisiin vaikutuskohteisiin. Kemialliselta 
rakenteeltaan luonnonaineet ovat usein monimutkaisia. Tarkasteltaessa laajaa otantaa, 
eivät luonnonaineet kuitenkaan poikkea keskimääräisesti molekyylipainoltaan suuresti 
synteettisistä yhdisteistä. Luonnonaineissa on enemmän kiraalisuutta ja happiatomeita 
kuin synteettisissä molekyyleissä. Rengasrakenteiden osalta luonnonaineet ja synteettiset 
yhdisteet eroavat toisistaan. Synteettisissä yhdisteissä on luonnonaineita huomattavasti 
enemmän aromaattisia renkaita.  
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Nykyaikaisessa lääkekehityksessä hyödynnetään usein seulontaa. Luonnonaineita 
seulotaan luonnonainekirjastoista, jotka voivat koostua raakauutteista, raakauutteiden 
fraktioista tai puhdasaineista. Luonnonaineisiin perustuvia semisynteettisiä ja 
luonnonaineita jäljitteleviä täyssynteettisiä yhdistekirjastoja voidaan myös koota. 
Uudentyyppisiä luonnonaineisiin perustuvia molekyylejä on tehty yhdistämällä 
luonnonaineita keskenään tai synteettisten molekyylien kanssa hybridimolekyyleiksi. 
Hybridimolekyylien tarkoituksena on parantaa yhdisteiden tehoa tai selektiivisyyttä 
alkuperäisiin verrattuna.   
 
Suuret lääkeyritykset, ns. Big Pharma, eivät viime vuosina ole pitäneet luonnonaineisiin 
perustuvaa lääketutkimusta keskeisimpänä tutkimusalueenaan. Luonnonaineilla ja 
luonnonainejohdannaisilla on kuitenkin vähintään kohtalainen osuus lääkemarkkinoista. 
Terapiaryhmistä luonnonaineilla on eniten käytetty syövän ja tartuntatautien hoitoon. 
Ikääntyvän väestön lisääntyessä länsimaissa tulee syöpälääkkeitä tarvitsevien ja niistä 
maksamaan kykenevien potilaiden joukko kasvamaan. Antibiooteille ja viruslääkkeille 
resistenttien taudinaiheuttajien uhkaa pelätään ja uusia lääkkeitä tullaan tulevaisuudessa 
tarvitsemaan. Synteettisten lääkeaineiden tutkimuksen rinnalla nähdään toivottavasti 
jatkossakin luonnosta peräisin oleviin molekyyleihin liittyvää tutkimusta, erityisesti 
pitäen mielessä luonnonaineiden kemiallisen parantelun tarjoamat mahdollisuudet 
lääkekehitykselle. 
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KOKEELLINEN OSA 
6 TYÖN TARKOITUS JA TAUSTAA 
 
 
Kokeellisen työn tarkoituksena oli tutkia synteettisten abietiinihappojohdannaisten 
biologista aktiivisuutta eri menetelmin. Kaikille tutkittaville yhdisteille tehtiin 
antimikrobisen tehon määritys kuutta eri mikrobia vastaan ja aktiiviseksi osoittautuneiden 
tutkimista jatkettiin sytotoksisuuskokein sekä selvittämällä yhdisteiden sitoutumista 
albumiiniin. Kokeet suoritettiin 96-kuoppalevyillä, jolloin useamman yhdisteen tai 
pitoisuuden rinnakkainen tutkiminen onnistui helposti. 
 
Antimikrobisuutta määritettiin turbidometrisellä menetelmällä, jossa bakteerin tai 
hiivasienen lisääntyminen kasvatusliuoksessa saa aikaan liuoksen samenemisen. 
Sameneminen lisää liuoksen absorbanssia, mikä on helposti mitattavissa 
spektrofotometrisesti. Tutkittavien yhdisteinen mahdollinen mikrobista kasvua estävä 
teho näkyy tällöin liuoksen säilymisenä kirkkaana. Kuvatun kaltainen seulontamenetelmä 
on melko nopea ja helppo toteuttaa, mutta antaa vain rajallisen määrän tietoa yhdisteiden 
ominaisuuksista. Tämän vuoksi suoritettiin erikseen sytotoksisuuskokeita. 
 
Yhdisteiden sytotoksisuutta tutkittiin kahdella eri menetelmällä, jotka olivat LDH-
vuodon mittaaminen ja ATP-aktiivisuuden määrittäminen. Laktaattidehydrogenaasi 
(LDH) on soluhengitykseen osallistuva etsyymi, jota on solulimassa. Mittaamalla LDH-
vuotoa ulos solusta voidaan arvioida solukalvon eheyttä. ATP-aktiivisuusmääritys kertoo 
metabolisesti aktiivisten solujen määrästä ja on menetelmänä LDH-vuodon mittausta 
herkempi. Sytotoksisuutta tutkittiin kahdella eri solulinjalla, joiden tarkempia eroja on 
kuvailtu myöhemmin. 
 
Yhdisteiden sitoutumista albumiiniin testattiin naudan seerumin albumiinia käyttäen 
kahdella erilaisella menetelmällä. Toisessa menetelmistä mitattiin suoraan 
albumiinipitoisuuden vaikutusta antimikrobiseen tehoon ja toisessa tutkittiin 
spektrofotometrisesti albumiinin ja yhdisteiden keskinäistä vuorovaikutusta.  
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Kokeellinen työ kuului Euroopan Unionin seitsemännestä puiteohjelmasta  rahoitettavaan 
ForestSpeCs-projektiin, jonka tarkoituksena on hyödyntää ja jalostaa puuteollisuuden 
jäännösmateriaaleja, kuten kaarnaa, bioaktiivisten aineiden lähtömateriaalina 
(ForestSpeCs 2009). Projektin perimmäisenä päämääränä on kehittää uudistuvista 
lähteistä saatavia materiaaleja petrokemiallisten materiaalien korvaamiseksi. 
ForestSpeCs-projektissa pyritään kehittämään ympäristön kannalta kestävää ja 
taloudellisesti houkuttelevaa käyttöä puuteollisuuden jäännösmateriaaleille jalostamalla 
niitä korkea-arvoisemmiksi tuotteiksi.  
 
7 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
Kaikki aseptiikkaa vaativat työmenetelmät suoritettiin laminaari-ilmavirtauskaapissa. 
Työskentelyssä käytettiin suojatakkia ja -käsineitä sekä suunsuojaa. Aseptisessa 
työskentelyssä käytetyt työvälineet olivat steriloituja ja/desinfioitu 70 % 
etanoliliuoksella. Müller Hinton- ja Sabouraud-kasvatusliuosten (MH) ja -ravintoagarin 
valmistuksessa käytettiin deionisoitua vettä (Millipore MilliQ). Valmistuksen jälkeen 
kasvatusliuokset ja ravintoagar autoklavoitiin 120 º C:ssa 20 minuutin ajan. 
Kasvatusliuosten ja ravintoagarin tarkemmat tiedot ovat liitteessä 1.  
 
Absorbanssin ja fluoresenssin mittauksiin käytettiin Wallac Victor2 1420 Multilabel 
Counter (PerkinElmer)- sekä Varioskan (Thermo Fisher Scientific)-levylukijoita. Työ 
suoritettiin 96-kuoppalevyillä. Työssä käytetyt kuoppalevyt olivat 
antimikrobimäärityksissä ja osassa solutöitä steriilejä Nunclon Delta Surface (NuncTM)-
kuoppalevyjä, osassa solutöitä valkeita View Plate-96 (PerkinElmer)-kuoppalevyjä ja 
albumiinin sitoutumista mitattaessa UV flat bottom (Thermo electron corporation)-
kuoppalevyjä. 
 
7.1 Tutkittavat yhdisteet 
 
Tutkittavana oli 11 synteettistä johdannaista abietiinihaposta tai dehydroabietiinihaposta. 
Professori Jari Yli-Kauhaluoman tutkimusryhmä oli syntetisoinut aineet. Kaikille aineille 
oli yhteistä abietiinihappoon tai dehydroabietiinihappoon (kuva 18) pohjautuva rakenne, 
mutta muuten aineet erosivat kemiallisesti toisistaan: yhdisteiden molekyylipainot olivat 
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välillä 271,44 g/mol – 510,71 g/mol. Tutkittavien yhdisteiden kemialliset rakenteet ja 
yhdistekirjastokoodit on esitetty kuvassa 19. Tulokset-osiossa yhdisteistä käytetään 
yhdistekirjastokoodeja, joita vastaavat synteesikoodit ovat esitettynä liitteessä 3.    
 
Kuva 18. Abietiinihapon ja dehydroabietiinihapon rakenne (mukaillen Rao ym. 2009). 
Tutkittavat yhdisteet olivat abietiinihappo- ja dehydroabietiinihappojohdannaisia. 
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Kuva 19. Tutkittavat 11 synteettistä abietiinihappojohdannaista 
yhdistekirjastokoodeineen. Yhdisteiden synteesikoodit ovat liitteessä 3. 
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7.2 Mikrobikannat ja kasvatusolosuhteet 
 
Käytetyt mikrobikannat olivat Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli 
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter aerogenes 
(ATCC 13408), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) ja Candida albicans (ATCC 
90028). Mikrobikannat säilytettiin ravintoagarvinopintaviljelmällä jääkaappilämpötilassa. 
Viljelmistä tehtiin kerran viikossa nuorennos ravintoagarvinopinnalle, jota inkuboitiin 
yön yli 37º C:ssa. Bakteerien ravintoagar oli Müller-Hinton-agaria ja Candida albicansin 
ravintoagar Saboraud-agaria. E.faecalisia kasvatettiin tryptikaasi-soija-
lampaanveriagarilla. Antimikrobisuuskokeissa käytettiin bakteereille Müller-Hinton- ja  
Candida albicansille RPMI 1640-kasvatuslientä. Ravintoagarin ja kasvatusliuosten 
tarkemmat tiedot ovat liitteessä 1. Antibakteerisuuskokeita varten bakteereja siirrostettiin 
siirrostussilmukallinen MH-kasvatusliemeen, jota inkuboitiin 37 ºC:ssa ravistelussa (100 
rpm) yön yli. Inkuboinnin jälkeen bakteerisuspensiosta mitattiin absorbanssi Victor2 
Multilabel Counter-levylukijalla aallonpituudella 620 nm. Absorbanssin perusteella 
laskettiin suspension bakteerikonsentraatio hyödyntäen maljalaskennan avulla määritettyä 
korrelaatiota absorbanssin ja pesäkkeitä muodostavien yksiköiden määrän välillä. 
Jokaiselle bakteerikannalle oli oma laskukaavansa. Candida albicansia liuotettiin 
antimikrobisuuskokeiden suorittamista varten 3 siirrostussilmukallista 5 ml:aan 0,85 % 
NaCl-liuosta, josta mitattiin absorbanssi samalla tavoin kuin bakteereista.  
 
7.3 Nisäkässolulinjat ja kasvatusolosuhteet 
 
Käytetyt nisäkässolulinjat olivat Huh-7 ja Caco-2. Solujen kasvatusliuosten koostumus 
on kuvattu liitteessä 2. Solujen pesuun käytettiin fosfaattipuskuriliuosta (PBS) ja solujen 
irrotukseen trypsiini-EDTA-liuosta. Tarkemmat tiedot PBS:sta ja trypsiini-EDTA-
liuoksesta ovat liitteessä 2. Soluja kasvatettiin suodatinkorkillisessa 75 cm2 
soluviljelypullossa 37 ºC:ssa 5 % CO2-pitoisuudessa. Huh-7-soluja siirrostettiin uuteen 
kasvatuspulloon kolme kertaa viikossa solujen kasvun mukaan jakosuhteella 1:3-1:5. 
Caco-2-solut siirrostettiin uuteen kasvupulloon kerran viikossa. Caco-2-solujen 
kasvatusliuos vaihdettiin uuteen kolme kertaa viikossa.  
Sytotoksisuuskokeet nisäkässoluilla suoritettiin kirkkailla NuncTM-kuoppalevyillä (LDH-
vuoto-koe) tai valkeilla View Plate-96-kuoppalevyillä (ATP:n määritys-koe). LDH-
vuoto-kokeessa soluja siirrostettiin 96-kuoppalevylle 30 000 solua/kuoppa ja levyä 
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inkuboitiin  yön  yli  37  ºC:ssa  5  %  CO2-pitoisuudessa. ATP:n määritys-kokeessa 
solutiheys on 20 000 solua/kuoppa ja levyn inkubointiaika- ja olosuhteet samat kuin 
LDH-vuoto-kokeessa. 
 
7.4 Albumiiniin sitoutumisen tutkiminen 
 
Yhdisteiden sitoutumista albumiiniin tutkittiin spektrofotometrisesti mitaten 
fluoresenssiemissiota ja UV-absorbanssia. Fluoresenssin ja UV-absorbanssin mittaukset 
suoritettiin käyttäen VarioSkan (Thermo Fisher Scientific)-levylukijaa. Käytetty 96-
kuoppalevy oli Thermo Electron UV flat bottom microtiter plate. Näytteet laimennettiin 
Tris-HCL-liuoksella. Tris-HCL:n ja albumiinin tarkemmat tiedot ovat liitteessä 2.  
 
7.5 Tulosten käsittely 
 
Menetelmän toistettavuuden, mittaustulosten hajonnan ja signaalin erottuvuuden 
arviomiseen käytettiin tilastollisia parametreja, jotka olivat signaali-kohinasuhde (S/N), 
signaali-taustasuhde (S/B) ja Z’-tekijä. Parametrien laskentakaavat ovat taulukossa 4. S/N 
ja S/B ovat yleisestikin analytiikassa käytettäviä parametrejä, jotka ilmaisevat 
tarkasteltavan signaalin erottumista taustasta. Z’-arvo mittaa menetelmän laatua sekä 
tulosten luotettavuutta seulonnassa (Zhang ym. 1999). Z’-tekijä voi saada arvoja välillä 
0-1. Taulukossa 5 on esitetty Z’-arvojen tulkinta. 
 
Taulukko 4. Menetelmän arvioinnissa käytetyt tilastolliset parametrit. 
S/N 
? ? ? ?22max
max
taustatakeskihajontakeskihajon
taustasignaali
N
S
?
??  
S/B 
taustasignaali
signaali
B
S max?  
Z’ 
tausta
tausta
signaalisignaali
takeskihajontakeskihajonZ ?
?????
max
max 331'  
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Taulukko 5. Z’-tekijä (mukaillen Zhang 1999). 
 
Z’-arvo Menetelmän rakenne Seulonnan laatu 
menetelmällä 
1 Keskihajonta=0 (ei 
hajontaa) tai dynaaminen 
alue ??? 
Ideaalinen 
1>Z?0,5 Suuri erottumisvyöhyke Erinomainen 
0,5>Z?0 Pieni erottumisvyöhyke Kohtalainen 
0 Ei erottumisvyöhykettä, 
näytteen ja kontrollin 
signaalien hajonta 
kosketuksissa toisiinsa 
Kyllä/ei-tyyppinen tulos 
<0 Ei erottumisvyöhykettä, 
näytteen ja kontrollin 
signaalien hajonta 
päällekkäisiä 
Seulonta ei mahdollista 
 
8 TULOKSET  
8.1 Antimikrobisuuskokeet 
 
Antimikrobisuusmääritykset suoritettiin 96-kuoppalevyllä mikrolaimennosmenetelmää 
käyttäen ja tutkittavista aineista tehtiin kaksinkertainen laimennossarja (Antibiotics in 
laboratory medicine 2005). Rinnakkaisia määrityksiä oli levyllä tutkittavien aineiden 
määrästä ja tarkasteltavista konsentraatioista riippuen kolme tai kuusi. Osalle bakteereista 
tehtiin annos-vastemääritys tunnetuilla antibiooteilla, minkä tarkoituksena oli validoida 
käytettävä menetelmä sekä määrittää kontrolliantibiootin MIC-arvo. Niille bakteereille, 
joille ei MIC-määritystä tehty, otettiin MIC-arvo kirjallisuudesta tai käytettiin 
laboratoriossa aiemmin määritettyä kontrolliantibiootin pitoisuutta.   
 
8.1.1 Antibakteerinen teho S. aureusta vastaan 
 
Yhdisteet primaariseulottiin Staphylococcus aureusta vastaan antimikrobista tehoa etsien. 
S. aureus on gram-positiivinen, kommensaali opportunistinen patogeeni, jonka resistentit 
kannat ovat merkittäviä sairaalainfektioiden aiheuttajia (Mikrobiologia ja 
infektiosairaudet I 2003). Abietiinihapolla ja sen johdannaisilla on havaittu olevan 
antibakteerista aktiivisuutta gram-positiivisia bakteereja vastaan (Söderberg ym. 1990). 
Kontrolliantibioottina käytettiin siprofloksasiinia, jonka MIC-arvot S. aureukselle ovat 
kirjallisuudessa 0,12-0,5 µg/ml (Antibiotics in laboratory medicine 2005). 
 35 
Siprofloksasiinin MIC-arvoksi määritettiin kokeellisesti itse 0,5 µg/ml, mikä valittiin 
myös kontrolliantibiootin pitoisuudeksi testattavilla yhdisteillä tehtäviin kokeisiin (kuva 
20).  
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Kuva 20. Siprofloksasiinin pitoisuuden vaikutus S. aureuksen kasvuun. Rinnakkaisia 
mittauksia on kuusi, joiden hajontaa virhepalkit kuvaavat. MAX-pylväs kuvaa positiivista 
kontrollia, jossa ei ole lainkaan antibioottia.  
 
Kaikki tutkittavat yhdisteet testattiin pitoisuudella 50 µM. Yhdisteet SC 302 ja SC 311 
estivät tällä konsentraatiolla bakteerin kasvua merkittävästi; SC 311 jopa täysin (kuva 
21).  
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Kuva 21. Yhdisteiden primaariseulonta S. aureusta vastaan. Rinnakkaisia mittauksia on 
kolme, joiden hajontaa virhepalkit kuvaavat. AB-pylväs kuvaa kontrolliantibiootti 
siprofloksasiinia pitoisuudella 0,5 µg/ml. 
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Antibakteerista aktiivisuutta osoittaneille yhdisteille SC 302 ja SC 311 tehtiin annos-
vastemääritys S. aureusta vastaan, jonka tulokset ovat esitettynä kuvassa 22.  SC 311:n 
bakteerin kasvua estävä vaikutus putoaa jyrkästi heti pitoisuuden pienentyessä. 
Yhdisteellä SC 302 annos-vastekäyrä on loivempi, mutta absoluuttinen kasvun esto 
pienempi. MIC-arvo molemmille yhdisteille on 50 µM. 
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Kuva 22. Yhdisteiden SC 302 ja SC 311 annos-vaste. Y-akselilla on esitettynä bakteerin 
kasvun estyminen prosentteina. Rinnakkaisia mittauksia on kolme, joiden hajontaa 
virhepalkit kuvaavat. AB-pylväs kuvaa kontrolliantibiootti siprofloksasiinia pitoisuudella 
0,5 µg/ml.  
 
8.1.2 Antibakteerinen teho E. colia vastaan 
 
Yhdisteiden antibakteerista vaikutusta testattiin myös Eschericia colia 
vastaan. E. coli on gram-negatiivinen bakteeri, jonka kannoista osa kuuluu ihmisen 
normaalifloraan ja osa on patogeenisia (Mikrobiologia ja infektiosairaudet I 2003). 
Kontrolliantibioottina käytettiin gentamysiinia, jolle määritettiin käytössä ollutta kantaa 
vastaan MIC-arvoksi 4 µg/ml (kuva 23). Gentamyysin pitoisuudeksi 
kontrolliantibioottina valittiin kuitenkin 2 µg/ml, jolla saatiin aikaan noin 80% kasvun 
esto. 
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Kuva 23. Gentamysiinin annos-vaste E. colia vastaan. Rinnakkaisia määrityksiä on kuusi, 
joiden hajontaa virhepalkit kuvaavat.  
 
Tutkittavia yhdisteitä testattiin pitoisuuksilla 50 µM ja 100 µM. Yhdisteet SC 301 - SC 
307 eivät liuenneet 100 µM konsentraatiolla aivan täydellisesti kasvatusliuokseen, mikä 
absorbanssiin perustuvassa mittauksessa voi nostaa hieman absorboituvan valon määrää. 
Epätäydellinen liukeneminen saattaa vaikuttaa myös antibakteerista tehoa heikentävästi ja 
yleisesti ottaen huonontaa tulosten luotettavuutta. Kuvassa 24 on esiteltynä yhdisteiden 
vaikutus E. colin  kasvuun konsentraatiolla 50 µM.  
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Kuva 24. Yhdisteiden primaariseulonta E. colia vastaan konsentraatiolla 50 µM. 
Rinnakkaisia mittauksia tutkittavilla yhdisteillä on kolme, joiden hajontaa virhepalkit 
kuvaavat. AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti gentamysiiniä pitoisuudella 2 µg/ml. 
Gentamysiinillä on tehty kuusi rinnakkaista mittausta.  
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50 µM pitoisuudella ei käytännössä ollut vaikutusta E. colin kasvuun, minkä vuoksi 
tehtiin myös koe pitoisuudella 100 µM. Korkeamman pitoisuuden vaikutus bakteerin 
kasvuun on esitetty kuvassa 25. 
 
-20,00
0,00
20,00
40,00
60,00
80,00
100,00
120,00
AB
SC
30
1
SC
30
2
SC
30
3
SC
30
4
SC
30
5
SC
30
6
SC
30
7
SC
30
8
SC
30
9
SC
31
0
SC
31
1
Ba
kt
ee
ri
n 
ka
sv
u 
(%
)
 
Kuva 25. Yhdisteiden primaariseulonta E. colia vastaan konsentraatiolla 100 µM. 
Rinnakkaisia mittauksia tutkittavilla yhdisteillä on kolme, joiden hajontaa virhepalkit 
kuvaavat. AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti gentamysiiniä pitoisuudella 2 µg/ml. 
Gentamysiinillä on tehty kuusi rinnakkaista mittausta.  
 
 
8.1.3 Antibakteerinen teho P. aeruginosaa vastaan 
 
Pseudomonas aeruginosa on gram-negatiivinen sauvabakteeri, joka on luonnostaan 
resistentti monille antibiooteille (Mikrobiologia ja infektiosairaudet I 2003). P. 
aeruginosalla on paljon efflux-proteiineja sekä sen ulkokalvo läpäisee vieraisaineita 
huonosti, mikä saa aikaan bakteerin huomattavan resistenssin (Li ym. 2000). P. 
aeruginosan herkkyyttä gentamysiinille testattiin tekemällä annos-vaste-määritys, jonka 
tulokset ovat kuvassa 26. Gentamysiinin MIC-arvo on käytettyä P. aeruginosa-kantaa 
vastaan tutkitun perusteella 8 µg/ml, mikä valittiin myös kontrolliantibiootin 
pitoisuudeksi. 
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Kuva 26. Gentamysiinin annos-vaste P. aeruginosaa vastaan. Rinnakkaisia mittauksia on 
kuusi, joiden hajontaa virhepalkit kuvaavat.  
 
 
Tutkittavia yhdisteitä testattiin P. aeruginosaa vastaan ensin konsentraatiolla 50 µM, 
joka ei estänyt bakteerin kasvua (kuva 27). 
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Kuva 27. Yhdisteiden primaariseulonta P. aeruginosaa vastaan konsentraatiolla 50 µM. 
Rinnakkaisia mittauksia tutkittavilla yhdisteillä on kolme, joiden hajontaa virhepalkit 
kuvaavat. AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti gentamysiiniä pitoisuudella 8 µg/ml. 
Gentamysiinillä on tehty kuusi rinnakkaista mittausta.  
 
 
Koska 50 µM pitoisuudella ei ilmennyt antimikrobista tehoa, testattiin yhdisteitä myös 
100 µM konsentraatiolla. P.aeruginosan vastustuskyky antimikrobisille aineille ilmeni, 
kun 100 µM-pitoisuus ei myöskään vaikuttanut merkittävästi bakteerin kasvuun, mikä 
näkyy kuvassa 28. 
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Kuva 28. Yhdisteiden primaariseulonta P. aeruginosaa vastaan konsentraatiolla 100 µM. 
Rinnakkaisia mittauksia tutkittavilla yhdisteillä on kolme, joiden hajontaa virhepalkit 
kuvaavat. AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti gentamysiiniä pitoisuudella 8 µg/ml. 
Gentamysiinillä on tehty kuusi rinnakkaista mittausta.  
 
8.1.4 Antibakteerinen teho E. aerogenesia  vastaan 
 
Enterobacter aerogenes on gram-negatiivinen sauvabakteeri, joka voi aiheuttaa ihmisessä 
opportunistisia infektioita (Mikrobiologia ja infektiosairaudet I 2003). E. aerogenes on 
herkkä gentamysiinille ja kirjallisuudesta saadun tiedon sekä laboratoriossa aiemmin 
suoritettujen kokeiden mukaan kontrolliantibiootiksi valittiin gentamysiini pitoisuudella 
0,5 µg/ml (Antibiotics in laboratory medicine 2005). Kuvassa 29 on esitetty tutkittavien 
yhdisteiden vaikutus E. aerogenesin kasvuun 50 µM konsentraatiolla. 
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Kuva 29. Yhdisteiden primaariseulonta E. aerogenesia vastaan konsentraatiolla 50 µM. 
Rinnakkaisia mittauksia tutkittavilla yhdisteillä on kolme, joiden hajontaa virhepalkit 
kuvaavat. AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti gentamysiiniä pitoisuudella 0,5 µg/ml. 
Gentamysiinillä on tehty kuusi rinnakkaista mittausta.  
 
Yhdisteiden antibakteerista vaikutusta testattiin myös 100 µM konsentraatiolla (kuva 30).  
Korkeammalla pitoisuudellakaan ei saavutettu merkittävästi parempaa vaikutusta E. 
aerogenesin kasvuun kuin kuvassa 29 esitetyn mukaisella pitoisuudella 50 µM, joten 
MIC-määrityksiä tutkittavilla aineilla ei ollut aiheellista suorittaa.  
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Kuva 30. Yhdisteiden primaariseulonta E. aerogenesia vastaan konsentraatiolla 100 µM. 
Rinnakkaisia mittauksia tutkittavilla yhdisteillä on kolme, joiden hajontaa virhepalkit 
kuvaavat. AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti gentamysiiniä pitoisuudella 0,5 µg/ml. 
Gentamysiinillä on tehty kuusi rinnakkaista mittausta.  
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8.1.5 Antibakteerinen teho E. faecalisia vastaan 
 
Enterococcus faecalis oli S. aureuksen ohella toinen tutkittava gram-positiivinen 
bakteeri. E. faecalis kuuluu ihmisen suoliston normaaliflooraan, mutta voi aiheuttaa 
muualla elimistössä muun muassa virtsatieinfektioita tai endokardiittia (Mikrobiologia ja 
infektiosairaudet I s. 129). Kontrolliantibioottina bakteerille käytettiin siprofloksasiinia 
pitoisuudella 1 µg/ml. Kirjallisuudessa ilmoitetut siprofloksasiinin MIC-arvot E. 
faecalisille ovat välillä 0,25-2 µg/ml (Antibiotics in laboratory medicine 2005). 
Tutkittavien yhdisteiden vaikutus E. faecalisin kasvuun pitoisuudella 50 µM on esitetty 
kuvassa 31. 
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Kuva 31. Yhdisteiden primaariseulonta E. faecalisia vastaan pitoisuudella 50 µM. 
Rinnakkaisia mittauksia tutkittavilla yhdisteillä on kolme, joiden hajontaa virhepalkit 
kuvaavat. AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti siprofloksasiinia pitoisuudella 1 µg/ml, 
joka esti bakteerin kasvun täysin. Rinnakkaisia mittauksia siprofloksasiinilla on kuusi.   
 
 
Primaariseulonnan perusteella jatkettiin antibakteerisen tehon tutkimista E. faecalisia 
vastaan kahdella tehokkaimmalla yhdisteillä, jotka olivat SC 305 ja SC 311. SC 311 esti 
primaariseulonnassa käytetyllä pitoisuudella 50 µM E. faecalisin kasvun täysin. 
Yhdisteille SC 305 ja SC 311 tehtiin annos-vaste-määritys, jonka tulokset ovat esitettynä 
kuvassa 31. SC 311:n MIC-arvo on mitatun perusteella E. faecalisia vastaan 50 µM. SC 
311 muodostaa samanlaisen jyrkästi laskevan annos-vaste-käyrän kuin S. aureusta 
vastaan. SC 305:n annos-vaste-käyrä on tasaisemmin laskeva ja selkeämmin 
konsentraatiosta riippuva. SC 305:n aikaansaama E. faecalisin kasvun  esto  50  µM  
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pitoisuudella on kuitenkin vain noin 60 % kontrollina käytetyn siprofloksasiinin 
aikaansaamasta kasvun estosta.  
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Kuva 31. Yhdisteiden SC 305 ja SC 311 annos-vaste E. faecalisia vastaan. Rinnakkaisia 
mittauksia SC 305:lla ja SC 311:lla on kolme, joiden hajontaa virhepalkit kuvaavat. AB-
palkki kuvaa kontrolliantibiootti siprofloksasiinia pitoisuudella 1 µg/ml. Rinnakkaisia 
mittauksia siprofloksasiinilla on kuusi.    
 
8.1.6 Antifungaalinen teho C. albicansia vastaan 
 
Bakteerien lisäksi yhdisteiden antimikrobista tehoa testattiin Candida albicansia vastaan. 
Antifungaalisuuskokeissa käytetty menetelmä oli pääperiaatteittain sama kuin 
antibakteerisuuskokeissa, mutta johtuen Candida albicansin vaatimista erilaisista 
kasvatusoloista kasvatusliuos poikkesi bakteerien vastaavasta sekä inkubointiaika oli 48 
tuntia. Candida albicansin kasvutusolosuhteet on kuvattu tarkemmin kappaleessa 7.2. 
Kontrolliantibiootit Candida albicansilla olivat luonnollisesti myös erityyppisiä kuin 
bakteereilla.  
 
Menetelmän toimivuutta testattiin ensin kahdella kaupallisella sienilääkkeellä: 
flukonatsolilla ja amfoterisiini B:lla määrittäen lääkkeille MIC-arvot tutkittavaa 
hiivakantaa vastaan. Aineiden vaikutus Candida albicansin kasvuun eri konsentraatioilla 
on esitetty kuvassa 32. Mittauksen perusteella flukonatsolin MIC on 0,5 µg/ml ja 
amfoterisiini B:n MIC 0,25 µg/ml. Varsinaiseen tutkittavien yhdisteiden seulontaan 
valittiin kontrolliantibioottien pitoisuudeksi flukonatsolille 1 µg/ml ja amfoterisiini B:lle 
0,25 µg/ml. 
 
 44 
0,00
20,00
40,00
60,00
80,00
100,00
120,00
M
AX
Flu
c. 
2 µ
g/
m
l
Flu
c. 
1 µ
g/
m
l
Flu
c. 
0,5
 µg
/m
l
Flu
c. 
0,2
5 µ
g/
ml
Flu
c. 
0,1
25
 µg
/m
l
Flu
c. 
0,0
63
 µg
/m
l
Flu
c. 
0,0
31
 µg
/m
l
Flu
c. 
0,0
15
 µg
/m
l
Am
ph
. 2
 µg
/m
l
Am
ph
. 1
 µg
/m
l
Am
ph
. 0
,5 
µg
/m
l
Am
ph
. 0
,25
 µg
/m
l
Am
ph
. 0
,12
5 µ
g/
m
l
Am
ph
. 0
,06
3 µ
g/
m
l
Am
ph
. 0
,03
1 µ
g/
m
l
Am
ph
. 0
,01
5µ
g/
ml
C.
 a
lb
ic
an
si
n 
ka
sv
u 
(%
)
 
Kuva 32. Flukonatsolin ja amfoterisiini B:n annos-vaste- ja MIC-määritys C. albicansia 
vastaan. Rinnakkaisia mittauksia on kolme, joiden hajontaa virhepalkit kuvaavat. C. 
albicansin inkubaatioaika oli 48 h. MAX-palkki kuvaa C. albicansin kasvua ilman 
antibioottia, mihin flukonatsolin ja amfoterisiini B:n hiivan kasvua estävä vaikutus on 
suhteutettu. 
 
 
Tutkittavien yhdisteiden vaikutusta Candida albicansin kasvuun testattiin  50 µM 
konsentraatiolla. Tulokset on esitetty kuvassa 33. Yhdiste SC 311 esti 50 µM 
pitoisuudella hiivasienen kasvun täysin.  
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Kuva 33. Tutkittavien yhdisteiden seulonta C. albicansia vastaan konsentraatiolla 50 µM. 
Rinnakkaisia mittauksia on kolme, joiden hajontaa virhepalkit kuvaavat. C. albicansin 
inkubaatioaika oli 48 h. Kontrolliantibiootteina olivat flukonatsoli ja amfoterisiini B 
pitoisuuksilla 1 µg/ml ja 0,25 µg/ml, tässä järjestyksessä. Y-akseli on katkaistu 120 % 
kohdalta.  
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Candida albicansin kasvun 50 µM pitoisuudella estävälle yhdisteelle SC 311 tehtiin 
annos-vaste-määritys, jonka tulokset ovat kuvassa 34. Hiivan kasvua estävä vaikutus 
katoaa täysin 25 µM pienemmillä pitoisuuksilla, joten tutkitun perusteella SC 311:n 
MIC-arvo käytettyä Candida albicans-kantaa vastaan on 25 µM. 
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Kuva 34. Yhdisteen SC 311 vaikutus C. albicansin  kasvuun. Y-akselilla on esitetty 
prosentuaalinen Candida albicansin kasvun estyminen suhteutettuna kuoppaan, johon ei 
laitettu mikrobisuspensiota. Rinnakkaisia mittauksia on kuusi, joiden hajontaa virhepalkit 
kuvaavat. AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti flukonatsolia pitoisuudella 1 µg/ml. 
Amfoterisiini B pitoisuudella 0,25 µg/ml oli toinen kontrolliantibiootti.   
 
8.2 Sytotoksisuuskokeet 
 
Yhdisteiden sytotoksisuutta tutkittiin kahdella menetelmällä, jotka olivat LDH-vuodon 
mittaaminen ja intrasellulaarisen ATP:n määrittäminen. Kokeita suoritettiin CaCo-2- ja 
Huh-7-solulinjoilla. LDH-vuoto-menetelmä perustuu värireaktioon, joka tapahtuu solun 
ulkopuolella olevan LDH:n hapettaessa laktaatin pyruvaatiksi ja samalla NAD+:n 
pelkistyessä NADH:ksi. NADH muodostaa reagenssina käytetyn 
jodinitrotetratsolikloridin (INT) kanssa keltaisen formatsaanivärin. Värin intensiteetti 
mitataan absorbanssin perusteella aallonpituudella 490 nm ja se on verrannollinen solusta 
ulos vuotaneen LDH:n määrään.  (Korzeniewski ja Callewaert 1983). LDH:n vuoto ulos 
solusta kertoo solukalvon kunnosta ja eheydestä. LDH-vuoto-menetelmä vaatii enemmän 
soluja eikä ole yhtä herkkä kuin ATP:n määrän mittaaminen (Pohjala ym. 2007).  
Testattavien aineiden reagointiaika solujen kanssa on LDH-vuoto-menetelmässä 3 tuntia, 
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kun taas ATP:n määritys-menetelmässä soluja inkuboidaan testattavien aineiden kanssa 
24 tuntia.  
 
ATP:n määritys-menetelmässä mitataan solunsisäisen ATP:n määrää, joka on 
verrannollinen solun metaboliseen aktiivisuuteen. Verrattaessa LDH-vuoto-menetelmään, 
eroaa ATP:n määritys erityisesti siten, että se mittaa solujen hengissä säilymistä siinä 
missä LDH-vuoto kertoo solukalvon vahingoittumisesta. Tutkittavien aineiden annetaan 
myös vaikuttaa ATP-kokeessa soluihin pidempään kuin LDH-vuotokokeessa, minkä 
vuoksi ATP:n määritys-menetelmällä saadaan havaittua sytotoksisuutta LDH-
menetelmää herkemmin. ATP:n määritys-menetelmä perustuu luminesenssin 
havaitsemiseen. Luminesenssi syntyy kuvan 35 mukaisella reaktiolla, jossa lusiferiini 
reagoi ATP:n kanssa vapauttaen valoa eli luminesoiden (McElroy ja Green 1956).  
Luminesenssin voimakkuus on mitattavissa spektrofotometrisesti ja se on verrannollinen 
ATP:n määrään. ATP:n määrä riippuu metabolisesti aktiivisten solujen määrästä.  
 
 
Kuva 35. Lusiferaasi katalysoi lusiferiinin ja ATP:n valoa synnyttävää reaktiota 
(Promega CellTiter Glo-ohje 2011). 
 
8.2.1 Käytetyistä solulinjoista 
 
Solulinjat, joita sytotoksisuuskokeissa käytettiin olivat CaCo-2 ja Huh-7. CaCo-2-
solulinja on alkujaan peräisin ihmisen paksusuolisyövästä. Huh-7-solulinjan alkuperä on 
ihmisen maksasyöpäkasvain (Nakabayashi ym. 1982). Alkuperistään johtuen solulinjat 
eroavat toisistaan muun muassa proteiinien ilmentymisen ja soluväliliitosten tiukkuuden 
suhteen. 
 
Pohjala työtovereineen (2007) on vertaillut CaCo-2- ja Huh-7-solulinjojen eroja in vitro 
sytotoksisuuskokeissa. Huh-7-solulinjan vaste sytotoksisiin standardiyhdisteisiin poikkesi 
tutkimuksessa CaCo-2-solulinjasta. Pohjala ym. epäilevät tämän johtuvan mahdollisesti 
hepatosyyttien kyvystä oksidatiiviseen metaboliaan.  
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8.2.2 Sytotoksisuuskokeiden tulokset standardiyhdisteillä 
 
Sytotoksisuuskokeissa oli ajoittain ongelmana signaalin huono erottuminen sekä suuri 
hajonta, mikä johtui solujen heikosta  kasvusta ja solumäärien vaihtelusta 96-
kuoppalevyn kuoppien välillä. Tämän vuoksi esitettäviin tuloksiin on valittu vain 
mittaukset niistä levyistä, joiden tilastolliset parametrit ylittävät arvot: S/N>5, S/B>3 ja 
Z’>0,5. Käytettyjä menetelmiä kokeiltiin ensin standardiyhdisteillä Triton X-100 ja 
polymyksiini B. Triton X-100 on pinta-aktiivinen aine, joka saa aikaan solukalvojen 
hajoamisen. Polymyksiini B on antibiootti, jolla on vaikutusta solukalvon läpäisevyyteen 
ja eheyteen.  
 
Kuvassa 36 on esiteltynä Triton X-100:n ja polymyksiini B:n annos-vastekuvaajat CaCo-
2-solulinjassa LDH-vuoto-menetelmällä mitaten. Mitatun perusteella Triton X-100 saa 
aikaan LDH:n vuodon soluista jo pitoisuudella 0,125 %. Polymyksiini B:n aikaansaama 
LDH-vuoto on vähäisempää. Tulokset on suhteutettu Triton X-100:n pitoisuudella 2% 
aiheuttamaan voimakkaaseen LDH-vuotoon, mikä saa polymyksiini B:n sytotoksisuuden 
vaikuttamaan vähäiseltä.  
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Kuva 36. Triton X-100:n ja polymyksiini B :n (PMX) sytotoksisuus CaCo-2-soluille 
LDH-vuoto-menetelmällä mitattuna. Rinnakkaisia mittauksia on kuusi, joiden hajontaa 
virhepalkit kuvaavat. Prosentuaalinen sytotoksisuus on suhteutettu 2 % Triton X-100:n 
sytotoksisuuteen. 
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Kuvassa 37 on Triton X-100:n ja polymyksiini B:n annos-vastekuvaajat Huh-7-
solulinjassa. Käytetty menetelmä oli LDH-vuodon mittaaminen.  Tuloksesta huomataan, 
että polymyksiini B ei saa aikaan Huh-7-soluilla yhtä suurta vastetta kuin CaCo-2-
soluilla.  
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Kuva 37. Triton X-100:n ja polymyksiini B:n sytotoksisuus Huh-7-soluille LDH-vuoto-
menetelmällä mitattuna. Rinnakkaisia mittauksia on kuusi, joiden hajontaa virhepalkit 
kuvaavat. Prosentuaalinen sytotoksisuus on suhteutettu 2 % Triton X-100:n 
sytotoksisuuteen.  
 
 
8.2.3 Sytotoksisuuskokeiden tulokset tutkittavilla yhdisteillä 
 
Kuvassa 38 on esitettynä tutkittavien yhdisteiden sytotoksinen vaikutus CaCo-2-soluihin 
50 µM konsentraatiolla. Käytetty menetelmä on LDH-vuodon mittaaminen. 
Sytotoksisuus on esitetty suhteessa Triton X-100:n sytotoksisuuteen 2 % pitoisuudella, 
jolla yleensä saadaan aikaan solukalvon hajoaminen. Tulosten perusteella tutkittavat 
yhdisteet eivät osoita suurta sytotoksisuutta CaCo-2-soluille pitoisuudella 50 µM. 
Kuvassa 40 on esitettynä tutkittavien yhdisteiden sytotoksisuus samalla 50 µM 
konsentraatiolla samaa CaCo-2-solulinjaa vastaan ATP:n määritys-menetelmällä 
mitattuna.  
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Kuva 38. Tutkittavien yhdisteiden sytotoksisuus CaCo-2-soluille 50 µM pitoisuudella 
LDH-vuoto-menetelmällä mitattuna. Rinnakkaisia määrityksiä on kolme. Tutkittavien 
yhdisteiden sytotoksisuus on ilmoitettu suhteessa 2 % Triton X-100:n sytotoksisuuteen. 
Polymyksiini B pitoisuudella 10 000 IU/ml oli mittauksessa kontrolliaineena.  
 
Kuvassa 39 on tulokset tutkittavien yhdisteiden sytotoksisuudesta pitoisuudella 100 µM. 
Käytetty menetelmä oli LDH-vuodon määrittäminen. Kokeessa oli vertailun vuoksi myös 
Triton X-100:aa 0,125 % pitoisuudella, joka sai aikaan voimakkaan sytotoksisen vasteen.   
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Kuva 39. Tutkittavittavien yhdisteiden sytotoksisuus Huh-7-soluille 100 µM 
pitoisuudella LDH-vuoto-menetelmällä mitattuna. Rinnakkaisia määrityksiä on kolme. 
Tutkittavien yhdisteiden sytotoksisuus on ilmoitettu suhteessa 2 % Triton X-100:n 
sytotoksisuuteen. Polymyksiini B pitoisuudella 10 000 IU/ml oli mittauksessa 
kontrolliaineena.  
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Kuvassa 40 on esitettynä tutkittavien abietiinihappojohdannaisten sytotoksisuus 50 µM 
pitoisuudella CaCo-2-soluille. Mittausmenetelmänä on ATP:n määritys. Kyseisessä 
menetelmässä tutkittavat aineet reagoivat solujen kanssa 24 tuntia LDH-vuoto-
menetelmän 3 tunnin sijaan. Pidempi reagointiaika lisää yhdisteiden sytotoksisuutta, 
mikä huomataan vertailemalla kuvaa 40 kuviin 38 ja 39. Yhdiste SC 308 ei LDH-vuoto-
menetelmällä tutkittuna osoittanut sytotoksisuutta, mutta ATP:n määritys-menetelmällä 
mitattuna SC 308 vähensi ATP:ta tuottavien solujen määrää yli 50 %. Yhdiste SC 311 
osoittatui ATP:n määritys-menetelmällä mitattuna sytotoksiseksi.  
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Kuva 40. Tutkittavien aineiden sytotoksisuus CaCo-2-soluille 50 µM pitoisuudella 
ATP:n määritys-menetelmällä mitattuna. Rinnakkaisia määrityksiä on kolme. 0,125 % 
Triton-X 100 ja polymyksiini B pitoisuudella 15 000 IU/ml olivat mittauksessa 
kontrolliaineina.  
 
8.3 Yhdisteiden sitoutuminen albumiiniin 
 
Albumiini on runsaslukuisin seerumin proteiineista runsaslukuisin ja sen tehtävänä on 
muun muassa veren osmoottisen paineen ja pH:n ylläpitäminen. Lääkevaikutuksen 
kannalta merkittävin albumiinin ominaisuus on sen kyky sitoa itseensä 
lääkeainemolekyylejä. Vain plasmassa vapaana oleva lääkeaine voi vaikuttaa, joten 
voimakas albumiiniin sitoutuminen yleensä ei ole lääkeainekandidaatille toivottava 
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ominaisuus, vaikkakin joissain hidastetusti lääkeainetta vapauttavissa valmisteissa 
albumiiniin sitoutumista voidaan hyödyntää (Havelund ym. 2004).  
 
Yhdisteiden sitoutumista albumiiniin testattiin kahdella erilaisella, 96-kuoppalevyllä 
toteutettavalla menetelmällä. Kokeissa käytettiin naudan seerumin albumiinia (engl. 
bovine serum albumin, BSA) ihmisen seerumin albumiinin (engl. human serum albumin, 
HSA) asemesta. BSA:n aminohapposekvenssi on 76 % samanlainen kuin HSA:lla 
(Gelamo ym. 2002). Spektroskopian kannalta merkittävä ero BSA:n ja HSA:n välillä on 
se, että BSA:lla on kaksi fluoresoivaa tryptofaanitähdettä, kun taas HSA:lla on vain yksi.  
 
8.3.1  Albumiinin vaikutus yhdisteiden antimikrobiseen tehoon 
 
Sitoutumiskokeet albumiiniin tehtiin vain S.Aureusta vastaan aktiiviseksi osoittautuneille 
yhdisteille SC 302 ja SC 311. Yhdisteiden antimikrobista vaikutusta testattiin 
Roychoudhuryn ym. (2003) kuvaamalla tavalla, jossa testikuopissa oli 50 µM 
pitoisuudella olevan tutkittavan yhdisteen lisäksi BSA:ta laskevalla konsentraatiolla. 
Kuvassa 41 on kuvattuna BSA:n vaikutus yhdisteen SC 302 antimikrobiseen tehoon. 
Kontrolliantibioottina käytettiin siprofloksasiinia pitoisuudella 0,5 µM. Bakteerin kasvua 
mitattiin turbidometrisesti. 
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Kuva 41. BSA:n vaikutus yhdisteen SC 302 antimikrobiseen tehoon S.Aureusta vastaan. 
AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti siprofloksasiinia pitoisuudella 0,5 µM. Ei BSA:ta-
palkki kuvaa yhdisteen SC 302 S. aureuksen kasvua estävää vaikutusta ilman BSA:n 
läsnäoloa. Tutkittavat BSA-pitoisuudet ovat välillä 0,025 µM – 25 µM. Bakteerin kasvua 
estävä vaikutus on suhteutettu kontrolliantibioottiin.  
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BSA:lla oli SC 302:n antimikrobista tehoa estävä vaikutus 3,13 µM ja korkeammilla 
pitoisuuksilla, mistä voidaan päätellä yhdisteen sitoutuvan albumiiniin 
albumiinikonsentraation ollessa riittävän korkea. Korkeat BSA-pitoisuudet vähensivät SC 
302:n bakteerien kasvua estävää tehoa, joka oli ilman BSA:ta noin 80% 0,5 µM 
siprofloksasiinin tehosta. 
 
Kuvassa 42 on esitettynä BSA:n vaikutus yhdisteen SC 311 antimikrobiseen tehoon. 
Käytetty bakteeri on S.Aureus ja tutkittavan yhdisteen pitoisuus 50 µM. 
Kontrolliantibioottina käytettiin siprofloksasiinia pitoisuudella 0,5 µM. Kuvassa on myös 
esitettynä BSA:n vaikutus siprofloksasiiniin pitoisuudella 12,5 µM. Siprofloksasiini 
sitoutuu BSA:iin (Bhalchandra 2005). Tässä koejärjestelyssä ei BSA:n havaittu 
kuitenkaan vaikuttavan siprofloksasiinin tehoon S.aureusta vastaan. BSA-pitoisuudet 
3,13 µM ja enemmän vähensivät SC 311:n S. aureuksen kasvua estävän tehon kokonaan 
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Kuva 42. BSA:n vaikutus yhdisteen SC 311 ja siprofloksasiinin antimikrobiseen tehoon 
S. aureusta vastaan. AB-palkki kuvaa kontrolliantibiootti siprofloksasiinia pitoisuudella 
0,5 µM. Ei BSA:ta-palkki kuvaa yhdisteen SC 311 S. aureuksen kasvua estävää 
vaikutusta ilman BSA:n läsnäoloa. Bakteerin kasvua estävä vaikutus on suhteutettu 
kontrolliantibioottiin. AB + BSA-palkki kuvaa BSA-pitoisuuden 12,5 µM vaikutusta 0,5 
µM siprofloksasiinin antibakteeriseen tehoon. 
 
8.3.2 Albumiiniin sitoutumisen tutkiminen spektrofotometrisesti 
 
Aineiden sitoutumista albumiiniin voidaan tutkia fluoresenssin vähenemiseen 
perustuvalla menetelmällä. Albumiinin tryptofaanitähteiden fluoresenssi vaimenee 
sitoutumisen tapahtuessa, mikä on mitattavissa spektrofotometrisesti (Steiner ym. 1966). 
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Fluoresenssimittausten lisäksi suoritettiin myös UV-absorptiokokeita. Yhdisteiden 
sitoutuminen BSA:iin saa aikaan UV-absorptiopiikin siirtymistä (Hedge ym. 2011).  
 
Fluoresenssikokeissa käytetty menetelmä modifioitiin omaan laboratorioon sopivaksi 
Subramanyamin ym. (2009) sekä Hun ym. (2004) julkaisujen perusteella. 
Referenssiyhdisteenä käytettiin betuliinihappoa. Menetelmää testattiin suorittamalla 
mittauksia betuliinihappolaimennossarjasta (kuva 43). Betuliinihapon ja BSA:n 
reaktioajan vaikutusta testattiin suorittamalla mittaukset 15, 30 ja 45 minuutin kohdilla. 
Inkubointiajalla ei ollut suurta vaikutusta fluoresenssiin, joten 15 minuuttia katsottiin 
riittäväksi ajaksi sitoutumisreaktion tapahtumiselle. Betuliinihappo ei fluoresoi yksinään. 
BSA:n fluoresenssi on intensiivisintä ja fluoresenssi vähenee suhteessa betuliinihapon 
kasvavaan konsentraatioon. 
 
Kuva 43. Betuliinihapon (BA) sitoutuminen BSA:iin fluoresenssimenetelmällä mitattuna. 
X-akselilla on esitettynä emissioaallonpituus ja Y-akselilla fluoresenssi. BSA-pitoisuus 
kaikissa mittauksissa on 10 µM ja betuliinihappopitoisuus vaihtelee välillä 1,56 µM - 100 
µM. BSA 10 µM-käyrä on kontrollimittaus, jossa ei ole betuliinihappoa mukana.  
 
Abietiinihappojohdannaisista valittiin testattavaksi yhdisteet SC 302 ja SC 311. 
Yhdisteistä tehtiin viiden näytteen kaksinkertainen laimennossarja pitoisuuksilla 3,13 µM 
– 50 µM. BSA-pitoisuus oli 10 µM. Yhdiste SC 302 vähensi BSA:n fluoresenssia 
huomattavasti (kuva 44) ja fluoresenssin heikkenemisen suhteen on nähtävissä annos-
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vasteriippuvuus. Yhdiste SC 311 sammutti fluoresenssia vähemmän selkeästi kuin SC 
302, eikä annos-vastesuhdetta ollut havaittavissa (kuva 45). Kuvassa 42 esitettyjen 
tulosten mukaisesti yhdisteen SC 311 olisi voinut odottaa sitoutuvan BSA:iin enemmän 
ja sammuttavan fluoresenssia voimakkaammin.  
 
Kuva 44. Yhdisteen SC 302 sitoutuminen albumiiniin fluorensessiemissiomenetelmällä 
mitattuna. BSA-pitoisuus kaikissa mittauksissa on 10 µM ja SC 302:n pitoisuus vaihtelee 
välillä 3,13 µM - 50 µM.  
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Kuva 45. Yhdisteen SC 311 sitoutuminen albumiiniin fluorensessiemissiomenetelmällä 
mitattuna. BSA-pitoisuus kaikissa mittauksissa on 10 µM ja SC 311:n pitoisuus vaihtelee 
välillä 3,13 µM - 50 µM.  
 
Yhdisteiden sitoutumista albumiiniin tutkittiin myös UV-absorbanssia mittaamalla. 
Menetelmää testattiin suorittamalla mittauksia ensin betuliinihapolla, jonka sitoutumista 
HSA:iin Subramanyam ym. (2009) ovat tutkineet vastaavankaltaisella menetelmällä 
havaiten absorbanssin kasvavan betuliinihappokonsentraation noustessa. Kuvassa 46 on 
esitettty erilaisten betuliinihappopitoisuuksien vaikutusta BSA:n UV-absorptioon BSA-
pitoisuuden ollessa 10 µM. Käytetystä mittauslaitteesta johtuen absorbanssia ei voitu 
mitata 200 nm lyhyemmillä aallonpituuksilla. Tämän vuoksi absorbanssikäyrät katkeavat 
200 nm kohdalla. Kuvasta 46 nähdään korkeiden betuliinihappopitoisuuksien yhdessä 
BSA:n kanssa aiheuttavan absorbanssin kasvua aallonpituudella 280 nm  verrattuna 
pelkkään betuliinihappoon ja pelkkään BSA:iin.  
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Kuva 46. Betuliinihapon (BA) ja BSA:n yhteisvaikutuksen tutkiminen UV-absorbanssia 
mittaamalla. Betuliinihappopitoisuus vaihtelee välillä 0,625 µM – 40 µM. BSA-pitoisuus 
on 10 µM. 
 
Tutkittaessa yhdisteitä SC 302 ja SC 311, havaittiin absorbanssin kasvavan yhdisteen SC 
302 kohdalla pitoisuudesta riippuvalla tavalla (kuva 47). SC 311:lla merkittävää 
absorbanssin kasvua ei havaittu (kuva 48). Tulokset ovat samansuuntaisia kuin 
fluoresenssiemissiokokeissa. UV- ja fluoresenssiemissiomittausten perusteella voidaan 
päätellä SC 302:n sitoutuvan albumiiniin SC 311:aa voimakkaammin. Tutkittaessa 
albumiinin vaikutusta yhdisteiden antimikrobiseen tehoon albumiini kuitenkin esti 
molempien yhdisteiden mikrobien kasvua estävää vaikutusta.  
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Kuva 47. Yhdisteen SC 302:n ja BSA:n yhteisvaikutuksen tutkiminen UV-absorbanssia 
mittaamalla. X-akseli on katkaistu 200 nm:n kohdalta. BSA-pitoisuus on 10 µM. BA 10 
µM + BSA-käyrä kuvaa 10 µM betuliinihappoa ja BSA:ta, ja toimii verrokkiyhdisteenä.    
 
 
 
Kuva 48. Yhdisteen SC 311:n ja BSA:n yhteisvaikutuksen tutkiminen UV-absorbanssia 
mittaamalla. X-akseli on katkaistu 200 nm:n kohdalta. BSA-pitoisuus on 10 µM. BA 10 
µM + BSA-käyrä kuvaa 10 µM betuliinihappoa ja BSA:ta, ja toimii verrokkiyhdisteenä.    
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9 TULOSTEN POHDINTAA 
 
9.1 Abietiinihapon antibakteeriset ominaisuudet 
 
Abietiinihappo on havupuiden pihkasta eristettävissä oleva diterpeenirakenteinen 
hartsihappo. Havupuut puolustautuvat taudinaiheuttajia vastaan vaurioituessaan 
erittämällä vauriokohtaan pihkaa. Abietiinihappo onkin merkittävä pihkan 
antimikrobinen komponenentti (Philips ja Croteau 1999). Pihkavoiteita ja –sidoksia on 
käytetty haavojen ja palovammojen hoidossa perinteisesti erityisesti pohjoisen 
kansanlääkinnässä.  Myös tieteellisiä raportteja pihkavoiteen haavojen paranemista 
edistävästä vaikutuksesta on julkaistu (Sipponen ym. 2008).  
 
Abietiinihapolla ja sen johdannaisilla on in vitro  havaittu antibakteerisia (Savluchinske-
Feio ym. 1999), antifungaalisia (Savluchinske-Feio ym. 2006), antiviraalisia (Gonzáles 
ym. 2009) ja anti-inflammatorisia ominaisuuksia (Fernández ym. 2001). Abietiinihapon 
antibakteerinen teho on monessa tutkimuksessa saatu osoitettua vain gram-positiivisia 
bakteereja vastaan. Arvellaan, että tämä johtuisi abietiinihapon bakteerien solukalvon 
toimintaa häiritsevästä vaikutuksesta (Urzúa  ym. 2008).  
 
9.2 Synteettiset abietiinihappojohdannaiset 
 
Tutkittavat 11 yhdistettä olivat johdannaisia abietiinihaposta ja dehydroabietiinihaposta. 
Tutkittavissa yhdisteissä abietiinihapporankaa oli muokattu liittämällä asemaan 18 (kuva 
49) eri pituisia sivuketjuja tai erilaisia funktionaalisia ryhmiä. 
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Kuva 49. Abietiinihapon hiilten numerointi Savluchinske-Feion ym. (2006) mukaan. 
Tutkittavissa yhdisteissä C18-hiileen oli liitetty hiiliketju tai funktionaalinen ryhmä. 
 
Abietiinihappo on amfipaattinen molekyyli (Aranda 1997) eli sillä on hydrofiilinen ja 
hydrofobinen pää. Kemiallisesti modifioimalla pyritään vaikuttamaan molekyylin 
vuorovaikutuksiin solutasolla ja saamaan aikaan toivottua biologista aktiivisuutta.  
9.3 Yleisesti tuloksista 
 
Erityisesti yhdisteellä SC 311 sekä yhdisteillä SC 302 ja SC 305 oli lupaavaa 
antimikrobista tehoa S.aureusta, E.faecalisia ja Candida albicansia vastaan. Yksikään 
yhdisteistä ei ollut aktiivinen gram-negatiivisia bakteereja vastaan, minkä perusteella 
voidaan arvella antibakteerisen vaikutusmekanismin liittyvän bakteerien soluseinään. 
Yhdisteet olivat antibakteerisia 50 µM tai korkeammilla pitoisuuksilla, joten niiden 
voimakkuus (engl. potency) ei ole kovin suuri, vaikka antibakteerinen teho (engl. 
efficacy) olisikin hyvä. SC 311 oli kuitenkin tehokas Candida albicansia vastaan myös 
pitoisuudella 25 µM. 
 
Voimakkaimmin antimikrobisesti vaikuttava yhdiste SC 311 oli myös sytotoksisin. SC 
311:n sytotoksisuus ilmeni erityisesti LDH-vuoto-menetelmää herkemmällä ATP:n 
mittaus-menetelmällä. ATP-menetelmässä tutkittavat aineet myös reagoivat solujen 
kanssa pidempään kuin LDH-vuoto-menetelmässä, mikä voi tuoda esiin yhdisteiden 
mahdolliset vaikutukset solujen metaboliaan. Sytotoksisuuskokeita olisi hyvä tehdä lisää, 
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koska solunkasvatuksessa ilmenneiden ongelmien vuoksi LDH-vuoto-koetta herkempää 
ATP:n määritys-koetta ei suoritettu lainkaan Huh-7-soluille.  
 
BSA:n lisääminen kasvatusliuokseen esti yhdisteiden SC 302 ja SC 311 antimikrobista 
vaikutusta. Estävä vaikutus ilmeni 1,56 µM ylittävillä konsentraatioilla. Ihmisen 
seerumin albumiinin fysiologinen pitoisuus on välillä 36-48 g/l, mikä vastaa pitoisuutta 
5,42 mM-7,22 mM (Laboratoriokäsikirja 2004). Fluoresenssiemissiolla mitattuna yhdiste 
SC 302 sitoutui albumiiniin sammuttaen fluoresenssia, mutta SC 311 ei tällä 
menetelmällä mitattuna osoittanut albumiiniin sitoutumista.   
  
Yhdiste SC 310 on rakenteeltaan sama kuin dehydroabietiinihappo, jonka 
antibakteerisesta tehosta on gram-positiivisia bakteereja vastaan on julkaistu tuloksia 
aiemmin. (Söderberg ym. 1990). Mielenkiintoista on, että SC 310:lla ei havaittu  
antibakteerista tehoa tässä erikoistyössä suoritetuissa kokeissa. Selitys todennäköisesti 
löytyy työ- ja tutkimusmenetelmien eroavaisuuksista. 
9.4 Aktiivisten yhdisteiden rakenne-aktiivisuussuhde 
 
Gigante (2002), González (2010) ja Urzúa (2008) ryhmineen ovat tutkineet 
abietiinihapon ja dehydroabietiinihapon sekä näiden johdosten rakenne-
aktiivisuussuhdetta. Suurin vaikutus yhdisteiden antimikrobiseen aktiivisuuteen on C18-
hiileen liittyvällä substituentilla. Tehokas sitoutuminen solukalvoon saadaan yhdisteellä, 
jossa lipofiiliseen runkoon on liitettynä poolinen vetysidoksen luovuttaja (Urzúa ym. 
2008). 
 
Yhdiste SC 311 oli tutkituista yhdisteistä tehokkain estämään gram-positiivisten 
bakteerien ja Candida albicansin kasvua. Yhdisteessä onkin yllä esitetyn mukaisesti 
lipofiilinen hiilirunko, jossa on aromaattinen rengas sekä C18-hiileen liittyneenä 
primaarinen amiini, joka toimii vetysidoksen luovuttajana. Yhdiste SC 308 on 
samankaltainen kuin SC 311, mutta siinä C18-hiili on korvattu suoraan amiiniryhmällä. 
Tämä johtaa antimikrobisen tehon häviämiseen. 
 
Yhdiste SC 302 esti S. aureuksen ja SC 305 E. faecalisin kasvua. Näissä yhdisteissä C18-
hiilen substituenttina on sekundaarinen amidi. SC 302:n ja SC 305:n ero samankaltaisiin, 
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mutta inaktiivisiin yhdisteisiin verrattuna on ei-abietiinihappopäähän liittynyt 
klooriatomi. Elektronegatiivisella kloorilla saattaa olla vaikutusta solukalvon 
hydrofiiliseen osaan sitoutumisessa. Yhdisteessä SC 304 on myös liittyneenä klooriatomi 
ja yhdiste estikin E. faecalisin kasvua suunnilleen samassa määrin kuin SC 305. 
9.5 Yhteenveto 
 
Kokeellisen työn tarkoituksena oli tutkia 11 synteettisen abietiinihappojohdannaisen 
antimikrobista ja sytotoksista aktiiviisuutta sekä sitoutumista albumiiniin. 
Antimikrobisuuskokeita suoritettiin kuutta ihmisen patogeeniä vastaan, jotka olivat: S. 
aureus, E. coli, P. aeruginosa, E. aerogenes, E. faecalis ja C. albicans. Tutkittavat 
yhdisteet primaariseulottiin jokaista mikrobia vastaan pitoisuudella 50 µM. E. colia, P. 
aeruginosaa ja E. aerogenesia vastaan yhdisteitä testattiin myös pitoisuudella 100 µM. 
Yhdisteet SC 302 ja SC 311 osoittivat antimikrobista tehoa S. aureusta vastaan, yhdisteet 
SC 305 ja SC 311 E. faecalisia vastaan ja yhdiste SC 311 Candida albicansia vastaan. 
Aktiivisille yhdisteille tehtiin MIC-määritys. 
 
Yhdisteiden sytotoksisuutta mitattiin LDH-vuoto- ja ATP-aktiiviisuuden määritys-
menetelmillä. Sytotoksisuuskokeissa käytetyt solulinjat olivat CaCo-2 ja Huh-7. 
Sytotoksisuuskokeita suoritettiin vain antimikrobista aktiivisuutta osoittaneilla yhdisteillä 
SC 302 ja SC 311. Yhdiste SC 311 osoitti kokeissa sytotoksisuutta.  
 
 Tutkittavien yhdisteiden sitoutumista albumiiniin mitattiin suorittamalla kokeita naudan 
seerumin albumiinilla (BSA). Kokeissa tutkittiin BSA:n vaikutusta yhdisteiden SC 302 ja 
SC 311 antibakteeriseen tehoon S. aureusta vastaan. Havaittiin, että BSA-pitoisuudet 
3,13 µM ja tätä enemmän vähensivät SC 302:n ja SC 311 antibakteerista tehoa. 
Yhdisteiden sitoutumista albumiiniin tutkittiin myös spektrofotometrisesti fluoresenssia 
ja UV-absorbtiota mittaamalla. Spektrofotometristen kokeiden perusteella SC 302 
sitoutuu albumiiniin voimakkaammin kuin SC 311.  
 
Osa tutkittavista yhdisteistä osoitti kiinnostusta herättävää antimikrobista aktiivisuutta. 
Ottaen huomioon kuitenkin yhdisteiden sytotoksisuuden ja albumiiniin sitoutumisen, ei 
tutkituista yhdisteistä todennäköisesti olisi mahdollista kehittää systeemisesti 
annosteltavia bakteerilääkkeitä. Mielenkiintoista olisi selvittää antimikrobisen 
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aktiivisuuden, sytotoksisuuden ja albumiiniin sitoutumisen aikaansaavat kemialliset 
rakenteet tutkituissa yhdisteissä ja ottaa selville, olisiko molekyyliä mahdollista muokata 
paremmin lääkkeeksi soveltuvaksi. Abietiinihapon etuna synteesin lähtömateriaalina on 
helppo saatavuus puuteollisuuden havupuujätetteistä.  
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LIITE 1 
Bakteerien ja C. Albicansin kasvatusliuosten ja kontrolliantibioottien tiedot: 
 
Müller-Hinton-kasvatusliemi: 
Müller-Hinton II Broth 22 g Becton Dickinson 
Millipore MilliQ-vesi 1 l  
 
 
Müller-Hinton-ravintoagar: 
Müller-Hinton II Agar 38 g Becton Dickinson 
Millipore MilliQ-vesi 1 l  
 
Saboraud-agar: 
Saboraud-dekstroosiagar 65 g Becton Dickinson 
Millipore MilliQ-vesi 1 l  
Tryptikaasi-soija-lampaanveriagar 
Tryptikaasi-soija-agar II, 
jossa on 5 % lampaanverta 
(TSA II) 
Valmiina levyinä Becton Dickinson 
 
 
RPMI 1640 
RPMI 1640-jauhe 10,4g Lonza BioWhittaker 
Glukoosi 2 % 18 g Merck 
MOPS 0,165 M 34,53 g BDH 
Millipore MilliQ-vesi ad 1000 ml  
 
 
Kontrolliantibiootit: 
 
Siprofloksasiini ICN Biomedicals 
Gentamysiini Sigma-Aldrich 
Flukonatsoli Sigma-Aldrich 
Amfoterisiini B Sigma-Aldrich 
 
Triton X-100 Sigma-Aldrich 
Polymyxin B Sigma-Aldrich 
  
LIITE 2 
Nisäkässolukokeiden liuosten tiedot: 
 
CaCo-2-solujen kasvatusliuos: 
 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium) 
87 ml Lonza BE12-614F 
FBS (engl. fetal bovine serum, naudan 
sikiöseerumi) 
10 ml Lonza DE14-801F 
NEAA (engl. non-essential amino acids, 
ei-välttämättömät aminohapot) 
1,0 ml Lonza BE13-114E 
L-glutamiini 1,0 ml Lonza BE17-605E 
Penisilliini-streptomysiini-sekoitus (10 000 
U/ml) 
1,0 ml Lonza BE17-602E 
 
Huh-7-solujen kasvatusliuos: 
 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium) 
100 ml Lonza BE12-614F 
FBS (engl. fetal bovine serum, naudan 
sikiöseerumi) 
10 ml Lonza DE14-801F 
NEAA (engl. non-essential amino acids, ei-
välttämättömät aminohapot) 
1.1 ml Lonza BE13-114E 
L-glutamiini 1.1 ml Lonza BE17-605E 
Penisilliini-streptomysiini-sekoitus (10 000 
U/ml) 
1.1 ml Lonza BE17-602E 
 
Fosfaatti-puskuriliuos (PBS): 
PBS Lonza BE17-516F 
 
Trypsiini-EDTA: 
Trypsin-EDTA Lonza BE17-161E 
 
  
LIITE 3 
 
Tutkittavien aineiden tietoja: 
Yhdistekirjastokoodi Synteesikoodi Molekyylimassa 
(g/mol) 
Molekyylikaava 
SC301 RMII-121 510,71 C34H42N2O2 
SC302 RMII-122 439,03 C27H35ClN2O 
SC303 RMII-128 496,68 C33H40N2O2 
SC304 RMII-131 531,13 C33H39ClN2O2 
SC305 RMII-134 499,08 C29H39ClN2O3 
SC306 RMII-136 384,60 C25H40N2O 
SC307 RMII-141 448,60 C28H36N2O3 
SC308 RMII-142A 271,44 C19H29N 
SC309 RMII-Ab-ac 302,45 C20H30O2 
SC310 RMII-DH-Ab-ac 300,44 C20H28O2 
SC311 RMII-DH-A-am 285,47 C20H31N 
 
 
 
 
